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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AlAT: alfa-1 antitripszin

BAL.: bronchoalveolaris lavage

BF: bronchofiberoscopia

BMI: testtémeg index (Body Mass Index)
BSI: BioSystems International SAS

CAT: COPD Assesment Test

CFI: protein kemotaktikus faktor gatlé
COPD: kronikus obstruktiv tiidobetegség
CRP: C reaktiv protein

CXCR2: kemokin receptor

DALY : disability-adjusted life year

DE OEC: debreceni Egyetem, Orvos és
Egészségtudomanyi Centrum

ECP: eozinofil kationos fehérje

EDP: elastin-derived peptides

DHA: decosahexen sav

ELISA: enzyme linked immuno assay

ERS: European Respiratory Society (Europai
Tidogyogyasz Tarsasag)

EPA, eicosapentaen sav

EPO: erythropoetin

5-o0x0-ETE: eicozanoid 5-0x0-6E,87,11Z,
14Z-eicosatetraén sav

FBS: fetal bovine serum

FEV;: forszirozott exspiratorikus volumen (az
els6 masodpercben)

FEV.%0: Tiffneau szam, FEV,/VC

FRC: funkcionalis rezidudlis kapacitas
FVC: forszirozott vitalkapacitas

GERD: Gastrooesophagealis Reflux Disease
GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive
Lung Disease

GMCSF: granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor

GROa.: growth-regulated oncogene

HAT médium: hypoxantin, aminopterin, timidin
médium

15-HETE: 15-hydroxyeicosatetraen sav
IGV: intrathoracalis gazvolumen

IL-1B: interleukin-1p

IL-5: interleukin-5

IL-6: interleukin-6

IL-8: interleukin-8

IL-13: interleukin-13

ISZB: ischaemias szivbetegség

IVC: inspiratorikus vitalkapacitas

LC: liquid kromatografia

LF: Iégzésfunkcio

LPC: lysophosphatidylcholine

LTB4: leukotrién B4

MPO: serum myeloperoxidase

MMP: matrix metalloproteinaz

MRM: multiple reaction monitoring;

MMRC: Modified Medical Research Council
Questionnaire

MS: tdmegspekrometria mass specroscopy
NCF: neutrofil kemotaktikus faktor

NIH: National Institute of Health

NF-xB: nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells

NO: nitrogén monoxid

PAF: platelet activating factor

PBS: foszfattal pufferolt NaCl oldat

PEF: peak exspiratory flow, kilégzési
cstcsaramlas

PgE,: prosztaglandin E,

PgD,: prosztaglandin D,

PLAZ2: endogén foszfolipaz

PPARY: peroxisome proliferator-activated
receptor gamma.

PPY: Pack/ year
mértékének mutatd szama
PUFA: polyunsaturated fatty acids

Raw: resistance, léguti aramlasi ellenallas

RV: reziduélis volumen

SNP: single nucleotide polymorphismus
TEAC: trolox equivalens antioxidans kapacitas
TGF-B: transforming growth factor beta 1
TIMP: tissue inhibitors of metalloproteinases
TLR: toll like receptor

TNF-o: tumor necrosis factor o

TBC: tuberculosis

TLC: total tiild6kapacitas

VC: vitalkapacitas

VEGF: vascularis endotelialis novekedési faktor
(vascular endothelial growth factor)

WHO: World Health Organisation

csomagév  dohanyzas



1. BEVEZETES

A GOLD (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease) definicidja szerint a kronikus
obstruktiv 1éguti betegség (COPD) egy megel6zhetd és kezelheté korallapot, amelyet a perzisztalo
Iéguti obstrukcio jellemez, altalaban progressziv és a légutak fokozott gyulladasos reakcidja hatasara
alakul ki, amelyet kéros részecskék, gazok, és fiistbelégzése okoz. Exacerbaciok és a tarsbetegségek
hatarozzdk meg a betegség sulyossagat (1). Leggyakrabban dohanyzas miatt kialakuld gyulladasos
folyamatok nem csak a kislégutakat érintik, hanem a tiid6 parenchymaban is gyulladasos, és
kdvetkezményesen irreverzibilis folyamatokat generalnak, és a tiidében zajlo gyulladas mellett a
korképet néhany jelentds extrapulmonalis szovédmény is stlyosbithatja (2). A COPD-re jellemz6
kronikus léguti aramlas korlatozottsdg hatterében részben a kislégutak, bronchiolusok obstruktiv
megbetegedése all (kronikus bronchitis) amihez gyakran tarsul a tiidéparenchyma destrukcidja is
(emfizéma), és ez a két folyamat egyénenként valtozé ardnyban vesz részt a betegség kialakitasaban.

A COPD dériasi népegészségligyi problémat és anyagi terhet jelent mind a fejlett mind a fejlédé
orszagokban, mar napjainkban is, de a késébbickben ezek terhek csak néni fognak, ha a betegség
gyogyszeres kezelésében belathato id6n beliil 1ényeges attorés nem torténik. Az elmult évtizedek orvos-
biologiai kutatasai mostohan bantak a COPD-vel. Ennek koOszonhet6, hogy a betegség
patomechanizmusarol, a hattérben zajlé folyamatokrdl relative keves ismerettel rendelkeziink, és ennek
megfeleléen nem rendelkeziink a betegség korai korismézésére megfeleld diagnosztikai mddszerrel,
ezért a folyamat gyogyitasara sincs lehetdségilink. A jelen dolgozatban részletezett kisérleteknek az
elkezdése, 1999. ota is nagyon sokat valtozott a szemléletlink, a COPD-t illetéen. Szamos 1j kutatasi
eredmény kerilt publikdlasra az utobbi id6ben, ennek ellenére a légzésfunkcié romlasaért felelds
tényez6t egyértelmiien nem tudjuk megnevezni, nem tudjuk azt sem, hogyan lehet a légzésfunkcio
gyakran zuhandsszer(i romlasat, vagy a romlas iitemét megakadalyozni, vagy legalabb csdkkenteni. A
dohanyosoknak kortlbelll a 10-20 %-aban alakul ki COPD, és a COPD-s betegeknek csak 80-90%-a
dohényzik. Ebbdl az kovetkezik, hogy a dohanyzas €s kdrnyezeti tényezok mellett genetikai tényezok
is meghatarozé szerepet jatszanak a betegség kialakulasaban. Fontos lenne a betegség korai
stddiumanak diagnosztikaja, a kllondsen veszélyeztettettek kiemelése, éppen a légzésfunkcio
romlasanak kezdete el6tt. Ezért a korai diagnosztikara alkalmas biomarkerek felfedezése a COPD
kutatasban fontos lehet. Fontos lenne azoknak az egyéneknek a korai felfedezése, akinél dohanyzas
hatdséra, az évek soran COPD vagy tid6rak fog kialakulni. Azt sem tudjuk jésolni, hogy mely
dohanyos emberekben fog kifejlédni COPD, kik azok, akiken a dohanyzas hatasara horgérak alakul ki,
és kik azok, akiknél a dohanyzés hatasara nem alakul ki sem COPD, sem tiid6rak, sem mas 1égz0szervi
megbetegedés, és melyek, azok a tényezok, amelyek védenek e betegseégek kialakulasatél. COPD,
illetve a dohanyzassal osszefliggd biomarkerek kutatasanak rovid tavu célja a fenti kérdésekre valaszt
ado biomarkerek felfedezése, validalasa, és alkalmassa tétele, korai diagnosztikara, sziirdvizsgalatokra,
illetve kdzvetlen betegdgy melletti hasznalatra. A biomarkerek, és a rutin diagnosztikai tesztek klinikai
hasznalatat megel6zi a markerek felfedezése, kvalifikdlasa és validalasa. Kutatdsaink a biomarkerek
hosszi id6t igénylé felfedezésének elsé Iépéseit vették célba, a biomarkerek felfedezését és
kvalifikalasat. Munkam sordan a molekularis medicina elveit kdévetve, a proteom vizsgalatat a
rendelkezésre allo ellenanyag alapt technologia hatékonysaga miatt az elsé 1épésben a vérszérumnal
kezdtlik. A globalis metabolom vizsgalat viszont a vérben technikailag nehéz és aranytalanul draga, igy
el6szor egy célzott lipid metabolit csoportot vizsgaltunk a ,,patoldgias folyamatok szinterét” jelképezo
bronchus mosé folyadékban (BAL).



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A COPD EPIDEMIOLOGIAI ADATAI ES ETIOLOGIAI TENYEZOI

2.1.1. A COPD epidemioldgiai adatai vilagszerte és Magyarorszagon

Sajnos a COPD epidemioldgiai adatai nehezen értelmezheték vilagszerte, aminek egyik alapvetd oka,
az hogy az orvosok széles kore kezeli a panaszos betegeket, és csak a legsulyosabb esetek
kerlilnek szakorvoshoz, és ebben a stadiumban torténik meg a pontos diagndzis megallapitasa.
Masrészt korabban széles korben elvégzett COPD sziirések, amelyek a riziko csoportba illetve az enyhe
és kozépstlyos stadiumba tartozod betegeket lettek volna hivatva kiemelni, kiillonb6zé modszereket
alkalmaztak, igy a feltart adataik is csak limitaltan hasonlithatok 6ssze. (3,4). Példaul, Japanban egy
epidemioldgiai vizsgalat 10,9%-0s COPD prevalenciat igazolt, ugyanakkor a Japan Ed.
Minisztérium csak 0,3%-ra becsillte az esetek szamat ( 5). Valoszinilleg nagy az
aluldiagnosztizalt, illetve a masik oldalon a tdl diagnosztizalt esetek szama.

Mikozben a vilagszerte javulnak a ,,népbetegségek” mortalitasi és morbiditasi mutatoi, elsésorban az
adott betegségre vonatkozo6 extenziv kutatdsok kdvetkeztében, akdzben a COPD miatti haldlozas tobb
mint kétszeresére emelkedett nemcsak a fejlett orszagokban, hanem a harmadik vilagban is (6). A
harmadik vilag eldretérése a COPD morbiditasi mutatéit illetden az elmult évtized ,,eredménye” (7).
1990-ben még ,,csak” a 12. helyen allt a COPD a mortalitasi statisztikaban (8). A WHO becslése
alapjan a COPD az elkovetkez6 évtizedben az egyik vezetdé halalokka valik mind a fejl6do
orszagokban, mind a nyugati vildgban 2030-ra a 3. helyre 1éphet el6, a mortalitasi statisztikdkban, és a
halaleseteknek 7,8 %-a lesz COPD-vel magyarazhat6 ekkor. Ennek szamos oka van, de alapvetéen az a
legnagyobb probléma, hogy sziiréseink nem elég hatékonyak, és a betegség gyogykezelésében is
alapvetd valtozasoknak kell bekovezkezni (6,9,10). Nemcsak a mortalitds, hanem a morbiditas
tekintetében is aggasztoak az adatok; jelenleg a fejlett tarsadalmakban a lakossag 4-7%-a lehet érintett
(&tlagosan 6,8%), vilagviszonylatban kb. ez akar 10% is lehet. A statisztikai el6rejelzések alapjan 2030-
ra a vilag 40 év feletti lakossdganak akar a 22 %-a szenvedhet COPD-ben (9,11,12,13). A DALY
(disability-adjusted life year) érték alapjan a ,,Top 15” megbetegedésben a 11.-r61 a 7.-helyre kerill a
COPD mig ugyanebben a statisztikdban a TBC a korabbi 10 helyrél a 25. helyre esik vissza (14). A
mortalitdsi adatok alapjan a a fekete férfiak halnak meg legtobben COPD-ben, majd a fehér férfiak,
fehér ndk, és fekete nék kovetkeznek a sorban. A PLATINO vizsgalat szerint (latin Amerikaban
zajlott) 7,8-19,8% volt a COPD GOLD 1 stadiumnal sulyosabb esetekben prevalencia. Két életkor
jelent a statisztikai adatokban meghatérozé tényez6t, a COPD gyakorisagaban. 40 év alatt alig van
COPD-s beteg, és 60 év folott Iényegesen nagyobb a betegek szdma vilagszerte, aminek hatterében az
Oregedést és nagyobb mennyiségii elszivott cigarettat jelolik meg. Ami a betegség epidemiologiai
tényezéinek romlasaban jelentds, az az hogy a fejlédé orszagok 2-3 évtized alatt prevalencia és
mortalitdsi mutatdikban utolérték a nyugati vilag statisztikjat. Kérdés, hogy ez a novekvod
betegszammal, javulé statisztikai fegyelemmel, a roml6 egészségligyi helyzettel, vagy szélesebb kdrben
ellatott betegekkel magyarazhato, — erre ma még biztos adatok nincsennek.

A tiddosztalyok és tiidégondozok jelentései és adatai alapjan hazénkban, 2010-ben a nyilvéntartott
COPD-s betegek szama koriilbeliil 148 000 {6 volt, ndk, és férfiak fele-fele ardnyban betegedtek meg,
de ez csupan a jéghegy cslcsat jelenti (15). Mivel kezdeti szakaszban a tiinetek szegényesek, nem elég
specifikusak, ezért a betegek rendszerint mar csak az elérehaladott allapotban keriilnek orvoshoz, igy a



nyilvantartasban szinte csak a legstlyosabb esetek szerepelnek. Osszességében hazankban kozel 600-
800 ezer fore becsiilhet6 a COPD-ben szenved6k szama, azonban pontos adat nem all rendelkezésre
(16,17,18,19, 20). Egy 2000-ben kozzétett szintén WHO statisztika szerint 35-74 éves férfiak COPD
miatti halalozési statisztikdjaban 78%000-kel Magyarorszag az els6 helyen allt. Ennek a statisztikdnak
a ndi oldalan is a 8-10-ik helyen all hazank (21), és ezekben a mutatékban az elmult évtizedben nem
tortént érdemi valtozas.

2.1. 2. A COPD etiologiai tényezoi

A COPD kialakulasadban szerepet jatszo tényezok koziil a legfontosabb a dohanyzas. Szamos
esetben dohanyz6 betegnél mar mas etiologiai tényez6t mar nem is keresiink (22,23,24). A
cigarettazads mellett a pipazas, szivarozas, de a marihuana fogyasztisa is a rizikd tényezok
kozott szerepel. A COPD kialakulasdban a dohanyzds mellett a passziv dohanyzas
meghatarozd szerepet jatszik (25). Emellett a kornyezetszennyezés és a lakason belili
légszennyezés is a rizikd tényezOk kozé tartozik. A lakdson beliili 1égszennyezés koziil,
kiilondsen a fejlodé orszagokban fontos szerepe van a lakdsokon beliil levd nyilt tiizeknek,
amelyeket akar f6zés, akar flités céljara hasznalnak. A f6zésnél keletkez6 gbzok is szerepet
jatszanak a COPD kialakulasaban.

A n0i nem, is rizikotényezo, mert noknél hamarabb alakul ki a 1égzésfunkcio romléasa, mint férfiaknal,
és az tovabbi vizsgalatokat igényel. A néknek nagyobb a kockazata a COPD kialakulasara, mint
a férfiaknak, mert a nagyobb az esély ndk esetén atopids megbetegedések kialakulasara, a
bronchidlis hyperreaktivitasra. (26,27,28,29,30,31).

Nagyon fontos tényezé a prenatalis dohanyzas, a dohanyos nének kisebb sulyu, fejletlenebb
gyermeke sziletik, és ez 6énmagaban noveli az alsé léguti megbetegedések kockazatat a
szlletés utan. A COPD kialakulasaban rizikdtényez6 lehet az alacsony sziiletési suly, valdsziniileg
azért, mert ezek a koraszilott egyének 1égzésfunkcioja elmarad a fejlettebben sziiletettekét6l, arrdl nem
is beszélve, hogy a korasziil6ttség egyik f6 kockazata, a tiid6szovédmény. A gyermekkorban levd
passziv dohanyzas szintén ndveli az also léguti infekciok kialakuldsat és a posztnatalis korban
passziv dohanyzasnak kitett gyermeknek 5%-kal kisebb lesz a maximalisan elérhet6 FEV;
értéke. A fiatalabb korban kezd6ds, gyakran sulyos COPD-s esetek hatterében, a
gyermekkorban elkezdett dohanyzast, a passziv dohanyzast, a prenatalis dohanyzast, a
koraszilottséget és a gyermekkorban elszenvedett szamos infekciokat jeldlik meg okként
(32,33,34,35).

Nem egyértelmii, hogy miért, de igen erdteljesen lathatd az Gsszefiiggés a betegek szocialis
helyzete és a COPD kialakulasa kozott. Hasonlo a helyzet a TBC és a HIV fert6zés eseten is,
rizik6 tényezd a COPD kialakulasara, de az etiologiai kapcsolatot nem tudjuk pontosan
meghatarozni (36,37,38).



2.2. ACOPD KLINIKUMA

2.2.1. A COPD definicidja, klinikai képe, és stddiumbeosztisa

A COPD progressziv légati aramlaskorlatozottsaggal, 1éguti obstrukcidval, jellemezhetd, mely
folyamat progressziv és irreverzibilis. A funkciézavar oka a mai feltételezések szerint a tiidé koros
gyulladasos reakcidjaval magyarazhat6, amelyet kéaros részecskék, gazok, és fiist belégzése okoz. A
korfolyamat mind a 1égutakat, mind a tiid6parenchimat karositja, és a két teriilet érintettségének aranya
betegenként kiilonb6z6 lehet. A COPD eredeti definicidja szerint sem egységes korkép: két fo
komponense a krénikus bronchitis és/vagy emfizéma. Lényegesen ritkdbban latjuk élesen elkilonitve
az emfizéma és az idiilt hérghurut klinikai képét, mint ahogy azt a korabbiakban gondoltuk, tlineteik és
1égzésfunkcids jellegzetes eltéréseik a betegek jelentds részében ,,0sszekeverednek” és egyszerre
felismerhet6ek, amit a mindennapi Klinikai gyakorlatban is latunk (39)

Krénikus bronchitisrél definicio szerint akkor beszéliink, ha a beteg legalabb harom honapon at kohog,
és kopetet trit. Ezek az el6bb emlitett panaszai két egymast kovetd évben ismétlédnek és emellett nem
all fenn mas olyan betegség, amely ezeket a tiineteket magyarazza (WHO 1959. definicidja, ma is ez az
elfogadott) (40). Charles Badham 1808-ban ismerte fel a betegség két vezetd tiinetét, a kronikus

kohogést és a tidé fokozott nyaktermelését. Ha elsGsorban a nagylégutak érintettek, akkor a
kopettermelés és a kohogés fokozodasa a jellemzd tiinet, mig a kislégutak érintettsége esetén a léguti
obstrukcio dominal a l1égzésfunkciods vizsgalatnal, és a beteg erés fulladasrol panaszkodik.

A klasszikus definicio szerint az emfizéma a bronchiolus terminalistol distalisan fekvo légterek koros
kitagulasdval is jar6 megbetegedés, melyet az alveolusfalak destrukcidja kisér, és amelynek
kovetkeztében hatalmas emfizémas bullak jonnek létre, de nyilvanvald fibrozis a tiid6 parenchymaban
nincs. A tliidétagulés elso hiteles leirasa a XVII. szazad végérdl szdrmazik, ami nagykiterjedést tiidérol
szamol be. Egy évszazaddal kés6bb Morgagni 19 olyan esetrél ir, amikor a tiid6 "duzzadt" volt (41). A
légzésfunkcids paraméterek kozil a statikus volumenek mutatnak kéros értékeket. A légterek
kitagulasaval egyre csOkken a 1égz0 feliilet, ami a tiid6 rugalmassaganak besziikiilésével jelentOs
Iégzésfunkcio-romlashoz vezet. A folyamat progressziv és irreverzibilis.

Jelent6s mérfoldkovet jelentett a kronikus bronchitis és a tiidétagulas torténetében az 1950-es évek
vége, amikor a két 0sszetevobol kialakulo betegséget COPD néven el0szor Briscoe és munkatarsai
emlitették, és 1965 Ota ez valt altalanosan elfogadotta (42,43). Az6ta a betegség definicidja, egészen a
mai napig sok valtozason esett at, és sok tekintetben a mai napig sem lezart ez a kérdés.

A betegség diagnosztikdja egyszerli, gyakran ,blick diagnoézis”. Akkor mondhatjuk ki a COPD
diagnozisat, ha a beteg kéhdg, kopetet Urit, és/vagy terhelésre fullad, és légzésfunkcids vizsgalattal
obstruktiv ventillacios zavart észlelink. A COPD diagnézisanak kimondésahoz elengedhetetlen a
bronchodilatator terapia utan észlelt, irreverzibilis obstrukcié igazoldsa (44). A COPD stadium
beosztadsa a FEV; (er6ltetett kilégzési els6é masodperc térfogat) és a Tiffeneau-index (FEV1/VCrax)
alapjan torténik (2.1. tablazat). Ma mar tudjuk azt is, hogy a COPD sulyossaganak, és a COPD
kezelésének a lemérésére nem ez a legérzékenyebb mddszer. A legszenzitivebb [égzésfunkcids
paraméter meghatérozasara még nem sziiletett egyértelmli megegyezés. Azt latjuk, hogy igen
kiilonboz6 klinikai allapota, klinikai megjelenésii betegek gyakran keriilnek azonos COPD sulyossagi
stddiumokba besorolasra a FEV; érték alapjan (2.1 tablazat) (45,46,47,48). Mindezek ellenére a



légzésfunkcios eredmények a klinikai diagnézishoz tovabbra is elengedhetetlenek. Munkank soran a
COPD-s betegek Iégzésfunkcios eredmeényeit hasznéltuk a korrelacios vizsgéalatainkhoz mi is.

A betegség differencial diagnosztikaja az esetek tobbségében a pulmonolégusok szaméara nem jelent
nagy kihivast. Legnezebb megkilonboztetni a dohanyz6 asztmas beteget a COPD-stdl, ez egy
sulyosssagi ponton tal mar lehetetlen is. Az asztma bronchiale mellett a dilatativ cardiomyopathia, TBC,
a bronchiectasia, panbronchitis, és a bronchiolitis obliterans érdemelnek differencial diagnosztikai
szempontbdl emitést.

A COPD akut exacerbacioi alatt egy akut allapotromlast értiink, amelynek soran a betegnek romlanak a
1égzbszervi tiinetei és ezek a romlasok, meghaladjak a betegek napi ingadozo allapotvaltozéasainak a
mértékét. Az akut exacerbacidk hatterében az esetek koriilbelil 50%-aban infekciok allnak (49,50).
Kiilonb6z6 sulyossagi fokai lehetnek és a beteg allapotanak fiiggvényében alkalmazzuk a megfeleld
kezeléseket. A COPD-s betegek tekintélyes részét akut exacerbaciok kdvetkeztében veszitjik el. Egy-
egy sUlyosabb exacerbacié utan rendszeresen csdkkennek a légzésfunkcios paraméterek, és tébbet nem
térnek vissza az akut exacerbacuot megeléz6 értékekre (51,52).

I. Enyhe 1. K6zépsulyos I11. Sulyos IV. Nagyon sulyos
FEV, /[FVC< 70%
FEV; >80 % 50 % < FEV,< 80 % 30 % < FEV; <50 % FEV; <30 %

Chr. resp. insuff.,
vagy jobb kamra
elégtelenség

Tunetekkel, Tinetekkel, Tinetekkel,
vagy tlnetek nélkul vagy tlinetek nélkiil vagy tlinetek nélkiil

Az egyes sulyossagi lépcsokhoz tartozoé ajanlott kezelések

Dohanyzasrol torténd leszokas

Riziké tényezé kerlilése, influenza vakcinacié

Sziikség esetén rovid hatasi béta agonista, anticholinerg szerek

Egy vagy tébb hossz( hatast bronchodilatator, hosszi hatasu béta
agonistak, hossz( hatasu anticholinerg szer, theophyllin rehabilitacié

Inhalacids kortikoszteroid ismétlédé akut
exacerbéciokkal

Hazi oxigénkezelés

resp. insuff. esetén,

vagy sebészi kezelés

2.1 tablazat: A stabil COPD stadium beosztasa, és az egyes stadiumokhoz javasolt kezelések a GOLD protokoll
alapjan. A GOLD beosztas 2005-2010 kozott nem valtozott, kordbban szerepelt benne a ,,0” stadium, (élettani
légzésfunkcid mellett évek dta fenndllé klinikai tlinetek) amely csoport, mind klinikailag, mind kutatasi targetként
a legizgalmasabb csoport volt (*3).

Az amerikai és az eurdpai tiidégyogyasz tarsasag els6 alkalommal 1995-ben adott ki ajanlast a COPD
kivizsgalasaval és gyogykezelésével kapcsolatban (54,55). Ezt kovetéen 1997-ben jelent meg az NIH
(National Institute of Health) és WHO indittatasara a mai napig a legszélesebb kdrben elfogadott és
alkalmazott GOLD (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease) protokoll (1), amelyet
évente megujitanak, éppen a COPD-vel kapcsolatos extenziven ndvekvd ismeretanyag miatt. A
értekezésemben a GOLD Klasszifikaciojat hasznadlom; mert ez a protokoll terjedt él a legszélesebb
korben az irodalomban, és a megjelent kbzleményeinkben is ennek a beosztasnak alapjan osztalyoztuk



a betegeket. Jelenleg a 2010-es verziét idézem (2.1 tablazat).

A GOLD 2011-es valtozata (2011. decemberében jelent meg) alapvetden atalakitotta COPD beosztasat,
mert valtozatlanul megmaradt FEV, értéken alapul6 sulyossagi besorolas, de mellette a klinikai tiinetek
és az akut exacerbacio rizikdja alapjan a betegeket kiilonboz6 tipusokba sorolta. A betegeket masik
szempontként az irodalomban, széles kdrben elfogadott mMMRC (Modified Medical Research Council
Questionnaire) és a CAT (COPD Assesment Test) (56) kérd6iv alapjan osztalyozza. Ezek a kérdbivek a
COPD-s betegek fulladadsdnak megitélésére alkalmas gyorsan alkalmazhato tesztek, amelyek alapjan a
fulladas mértéke szamszertien és longitudinalisan 6sszehasonlithatd. Emellett a beteg életmindsége és
varhato életkilatasait alapvetden meghatarozd évenként jelentkezd akut exacerbaciok szamat is
fegyelembe veszi a csoportok kialakitasanal (2.2 tablazat). A 2011. decemberében megjelent GOLD
besoroldsat nem kivanom ett6l részletesebben ismertetni, mivel a disszertaciohoz felhasznalt
kozleményeim nem ennek alapjan osztalyoztak a betegeket, valamint a par hete publikalt beosztas
pontos értékének, felhasznalhatosaganak, és napi alkalmazhatosaganak a felmérésére az eltelt id6
rendkivil csekély. Az Gj COPD sulyossagi beosztasa mellett biztosan nem sokat fog vesziteni klinikai
jelent6ségébdl a 1égzésfunkcid vizsgalata, és tartosan az egyik markere lesz a COPD sUlyossagi
mutatdinak tovabbra is.

A betegek tobbsége dohanyzik. A COPD kialakulasanak valoszinlisége és a betegség sulyossaga az
elszivott cigarettdk szdmaval mutat dsszefiiggést (57). A dohanyzas mértékének a meghatarozasara és
Osszehasonlitaséra hasznaljuk a csomagév fogalmat (pack-year, PY).

PY= (naponta elszivott cigarettdk szama/20) x a dohanyzassal toltott évek szama.

(Nota bene: ma a cigarettads dobozok tdbbségében 19 szal cigaretta van, de a definici6 még nem kovette a piac
valtozasat.)
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2.2 tablazat: a 2011-es GOLD a COPD stidium besoroldsndl a beteg életmindsége és varhato életkilatasait
alapvetden meghatdrozo évenként jelentkezé akut exacerbaciok szamdat is figyelembe veszi a FEV, értékek mellett.
A csoportba sorolasnal a beteg életmindségi mutatoi (CAT, mMRC score) is meghatdrozo jelentdségiiek.

2.2.2. A COPD szisztémas betegség
Ismereteink alapjan Ugy foglalunk allast, hogy a COPD egy sokszinii, dsszetett klinikai szindroma,
amelynek legjobban mérhetd eltérései a tiidoben zajlanak, és legegyszeribb modon ezek az eltérések
1égzésfunkcios vizsgalatokkal mérhet6k. Tekintettel arra, hogy a COPD a kodzépkoru, vagy id6sebb és
leggyakrabban akar évtizedek Ota dohanyzé emberek megbetegedése, ezért ritkan latjuk a COPD
tlneteit Gnmagukban, hanem mellette szamos méas megbetegedést is észleliink. A COPD kérfolyamatai
azonban nem csak a tiidoben zajlanak, hanem komoly szisztémas hatdsokkal is szamolni kell. A

10



szisztémas hatasokeért a keringeésbe keriilt gyulladasos mediatorok egész sora, mint példaul a TNFgq,
szabad gyokok, és IL-6 felelések, de a dohanyzasnak egész szervezetet karosito hatésa is fontos.

Az extrapulmonalis hatasok tovabb sulyosbithatjak a korképet, ezek koziil a legjelentdsebbek a
cachexia, sulyos osteoporosis, gastrooesophagealis reflux, depresszid, cardiovascularis
megbetegedések, szivinfarktus, diabetes mellitus, glaukoma, amelyek feltétleniil kiemelendok (58).
Ezek koziil a fogyas, az izmok disszfunkcidja érdemel elsésorban emlitést és ehhez gyakran tarsul a
csokkent terhelhet6ség is (59,60). Biztosan tudjuk, hogy ezek a megbetegedések részben a COPD
szisztémas hatasaval magyarazhatok, masrészt az dregedés és a dohanyzas mas szervrendszereket is
¢érint0 hatasai felelOsek a tiinetek 1étrejottéért.

A COPD-s betegeknél a kardiovaszkularis megbetegedések, a metabolikus szindroma, oszteoporozis,
diabétesz, infekciok és a depresszié is a COPD szisztémas hatasaival magyarazhat6 (61). A COPD-s
betegnek akar hetvenszeres is lehet a kockazata a horgdrak kialakulasara (62,63). Arrol pontos
adatainak nincsenek, illetve a folyamatok egyeldére egyértelmiien nem tisztazottak, hogy a COPD-s
betegeknél a tiidérak lényegesen nagyobb aranyt el6fordulasa a kozos etiologiaval magyarazhaté-e
(dohanyzas) vagy a COPD, illetve a tiidérak kialakulasaért felelés gének, esetleg azonos gének
jatszanak meghatarozd szerepet?A szisztémas hatdsok meghatarozzak, és alapvet6en befolyasoljak a
betegek ¢letmindségét, életkilatasait, és varhato tulélését is (64,65,66,67,68,69,70).

2.2.3. A COPD kezelése
Jelenleg a COPD kezelését vilagszerte a GOLD protokoll ajanlasa alapjan végezzik. A GOLD mellett
nemzeti és nemzetkozi tiidégyogyasz tarsasagok ttmutatoi is megjelentek, és az elmalt évek soran tobb
alkalommal modositasra keriiltek (71,72). A 2011. decemberében megjelent GOLD nemcsak a COPD-
ben szenved6 betegeket sorolta be kiilonb6z6 csoportokba, hanem megvaltoztatta a 2.1 &abran
bemutatott kezelési elveket is. Ezeket az Uj elveket sem kivanom részletesen ismertetni.

Harom evidencia mark&nsan meghatdrozza a COPD kezelését: 1. Jelenleg nem ismeriink olyan
gyogyszert, amely képes lenne csokkenteni a COPD-ben szenvedé betegek hosszh tava 1égzés funkcio
vesztését es biztositani a beteg gydgyuldsat! 2. Csak a dohdnyzasrol torténd leszokas képes hosszu
tavon mérsékelni a beteg FEV, értékeének az esését. 3. Csak a tartds hazi oxigénkezelésr6l bizonyitott,
hogy egyértelmiien néveli a COPD-s beteg tulélését.

Tobb mint 30 évvel ezel6tt publikéltdk a Peto-Fletcher abrat. Azota szdmos kezelési probéalkozés
tortént, de valtozatlanul nem ismertink olyan gyogyszert, amely képes lenne a dohanyos betegek 1égzés
funkcié romléasanak ltemét megvaltoztatni (73) (2.3 abra). Az alkalmazott gydgyszerek a betegseg
progressziv jellegét nem befolyasoljak, és ennek megfeleléen a vizsgdlatok azt igazoltak, hogy az
alkalmazott gyogyszerek nem vagy alig befolyasoljak a betegek hossz( tavu tulélését. Nem
rendelkeziink olyan hatékony gyogyszerrel, amely oki kezelést jelentene, akér a krénikus bronchitis,
akér az emfizéma koérfolyamataban és a betegek folyamatos allapotromlasat megakadalyozna vagy a
varhaté életkilatasait ndvelné. A gyogyszeres kezelés elsédleges célja a tiinetek, az exacerbaciok és a
szovodmények csokkentése.

A COPD kezelésében elsodleges a rizikd tényezOk csokkentése. Jelen tudasunk szerint csak a
dohanyzasrol torténd leszokas képes hossza tavon mérsékelni a beteg FEV; értékének az esését (lasd a

Peto-Fletcher gorbét) és csokkenteni a progressziv a léguti aramlasi korlatozottsag csokkenését (73). A
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stabil COPD kezelésében szamos tényezd jatszik meghatarozod szerepet, a kezelés 1épései egymast
kovetik, egymasra épilnek és az ajanlott kezelés a betegség sulyossagatol fiigg, az ajanlott kezelések a
COPD stadium beosztasara alapulnak (74). A stabil COPD Kklinikai sulyossag szerint ajanlott kezelési
rendjét a GOLD protokoll ajanlasa alapjan 2.1. tAblazat tartalmazza.

Sohasem dohéanyzott

754  Dohanyos és COPD-s /Dohanyos
....,... Leszokott 45 éves
o, koraban
50 | ..(
L)
Rokkantsag ".,...
251 \ e, Leszokott 65 éves
Halal %: %o/ koraban
X %
0 o T T
25 TR 50 75

Kor (év)

2.3. abra Peto-Fletcher grafikon. 25 éves kor felett minden ember évente 10-15 ml-t ,,veszit” a FEV; értékébdl.
Dohéanyosok esetén, akik ,,érzékenyek’ cigarettafiistre, COPD-sek, ez akar évi 75 ml is letet. Ha valaki leszokik a
dohanyzasrol a FEV; vesztés aranya a nem dohanyzokéhoz, tolodik el. A COPD-ben szenvedd felndtt betegnél,
haa FEV; > 151, a varhaté ttlélés > 10 év, ha a FEV; = 1,0 |, akkor a varhato tGlélés = 4-5 év, ha a FEV; <
0,5 | a varhato tulélés < 2 év.

A horg6tagitok kozott a B, receptor agonistadk a sima izomsejtek, Iéguti epithelialis sejtek, hizdsejtek,
endotheliélis sejtek sejtmembranjaban talalhaté 2 receptorokon hatnak. A glikokortikoidok orélis és
parenteralis alkalmazasa elsGsorban az akut exacerbaciok idején indokolt. Az inhalaciés szteroidok
kevésbé hatékonyak, COPD-ben mint asztmaban. A hossz( hatasu B2 agonistdk és az inhalacios
kortikoszteroidok kombinalt készitményként vald alkalmazasa hatékonyabb, mint az alkot6 szerek
onmagukban. A szinergista magyarazat szerint a glukokortikoidok ,,up regulaljak™ a B receptorokat, a
béta agonistak foszforilaciot indukalnak a gliikokortikoid receptorokon, igy egymas hatasat erdsitik
(75). Az anticholinerg szerek lokalisan alkalmazva hatdsos bronchodilatatorok és a legfontosabb
hatdsuk az acetilkolin atvitel blokkolasa az M3 receptorokon 76,77). A legrégebben hasznalt
horg6tagitok, a metilxantinok, nem szelektiv foszfodieszteraz gatlok (78). Alapvetden a 1égz6é izmok
funkciojat befolyasoljak, és gyulladasgatld hatasuk is van. A theophyllin metabolizmusat szamos
tényez6 és az alkalmazott gydgyszerek jelentGsen befolyasoljak, ezért a szer dozisat egyénileg kell
bedllitani (79).

Vélogatott esetekben mellkas sebészeti kezelés is szdba johet COPD-s betegek kezelése soran, ezek
kozul bullectomiat és a volumenredukcids miitétet érdemes megemliteni (80). Ezeknek a miitéteknek a
tervezésénél szdmolni kell a tekintélyes miitéti kockazatal, Ggy, hogy a hossz( tavu Kklinikai
eredmények messze elmaradnak a varttol. A gyogyszeres kezelés mellett, végstadiumi COPD esetén,
nem dohanyz6 betegeknél a tiid6transzplantacio is elfogadott kezelési modja a betegségnek
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(81,82,83, 84). A COPD-s betegek mellkas-sebészeti kezelése soran gondolni kell a késObbi
tiid6transzplantacio lehetdségére is, és a mellkassebészeti, miitét végzésenél ezt a késobbi lehetdséget is
figyelembe kell venni.

Mivel nem ismeriink olyan gydgyszert, amely képes lenne COPD-s gyulladast csokkenteni, igy nem
vagyunk képesek a betegek tulélési mutatoin sem javitani a szokasos pulmonoldgiai gydgyszerekkel. A
COPD poliszisztémas megbetegedés, igy a betegek kisérd betegségeinek a hatékony kezelése talan
képes javitani a COPD-s beteg tulélését. (2.2.3 fejezet) Jelenleg klinikai gyogyszer vizsgalatok zajlanak
példaul, COPD-s betegeknek adott bétablokkol6kkal vagy sztatinokkal, abban a reményben is, hogy
talan a szisztémas komponensek kezelése esetleg javitja a COPD mortalitasi mutatdit (85,86).

2.2.3 .1. A jovo terapias lehetoségei

A klinikai gyogyszervizsgalatok, amelyek IL-8 és a TNF-a antagonizaldsara iranyultak, nem mutattak
klinikai el6nyoket (87,88). A P-38 kinaz inhibitor ugy tiinik, hogy centralis szerepet jatszik szamos
gyulladésos folyamatban. Ennek a gyogyszercsaladnak a tagja a Roflumilast is, amely Magyarorszagon
torzskonyvezés alatt all (89,90). A tachikinin, a substance P és a neurokinin jelen vannak a human
légutakban. A tachikinin receptor antagonistakkal az eredmények a nagy preklinikai adathalmaz
ellenére mai napig csalddast okoznak (91). A tiid6 repair fokozésa egy redlis cél, pl retinol-savval,
amelyik stimulalja az alveolus fal ndvekedését, klinikai gyogyszervizsgalatok transzretinol-savval
atiité eredményt nem adtak (92,93,94). Szdmos gyogyszervizsgalat zajlik a fent emlitetteken kivil, de
gyogyszerfejlesztéshen az igazi siker még varat magara (95,).

2.3. ACOPD PATOMECHANIZMUSA

A COPD patogenezisével kapcsolatban szamos mozaikszert ismerettel rendelkeziink ma (96).

2.3.1. Cigaretta fust és gyulladas

lakason bellli emelkedett leégszennyezettség (indoor air pollution), a munkahelyi kornyezettel
Osszefliggd szennyezo tényezok, gbzok, gazok és munkahelyei porok. A COPD-ben szenvedd betegek
tobbsége dohanyzik és a dohanyosok kornyezetében elszenvedett passziv dohanyzas is komoly
aetiologiai tényez6. A dohanyfist tobb mint 6 000 kiilonb6z6 alkotobol all, és a legfontosabb oKi
tényez6 a COPD etiologiajaban. A COPD kialakuldsdnak valdszinlisége és a betegség sulyossaga az
elszivott cigarettdk szamaval mutat 6sszefliggést. A fust krénikus gyulladasos folyamat elinditdja és a
protedz-antiprotedz, egyensulyanak a felbomléaséért is felelés, valamint az oxidativ stressz révén
gyulladasos folyamatokat general. A dohanyzas abbahagyasa utan lassul a progressziv légzésfunkcid
vesztés (2.3. bra). A gyulladasos folyamatok a légutak atépulését, (remodelingjét) okozhatjak (97).

2.3.2. Genetikai és génkifejezodési tényezok szerepe a COPD kialakulasaban
Nem kétséges, hogy a dohanyzas a legfontosabb rizikotényezé a COPD kialakulasaban, de szamos
egyéni variacié is ismert. A kiilonb6z6 személyeknek kiilonbozé az érzékenysége a karosito
tényezokkel, a dohanyzassal szemben. A dohdnyzas mellett szdmos egyéb kiilsé tényezo is, mint oki
tényez0 szerepel a COPD kialakuldsaban, (mint pl. légszennyezés, flités, foglalkozasi artalmak stb.), de

13



ezek pontos szerepe csak nemdohanyzd populacioban vizsgélhato, és jelent6sége messze elmarad a
dohéanyzasetol. Mindezen adatok ellenére, a tényleges egyéni érzékenység, genetikai hattér még
egyértelmlien nem bizonyitott, és valdszinli, hogy mind a genetikai, mind a kornyezeti tényezdk
szerepet jatszanak a betegség kialakulasaban (98). Széleskorli meta-analizisek soran a dohanyzas a
populécidban 60-80% kockazattal bir a COPD kialakulasat illetden. Szamos vizsgalatban ez az arany
kevéssel 80% alatt volt a nyugati populécidban (99,100). Ebben az 6sszefliggésben szdmos genetikai
tényezorol feltételezik, hogy a COPD kialakulasaban fontos tényez6. Ez annak a lehet6ségét is felveti,
hogy a gyulladasos folyamatok egyénileg heterogén médon zajlanak és ez a heterogenitas nyilvanul
meg a dohanyzassal és mas kornyezeti karositdo tényezOkkel szembeni érzékenységben is.
Megszamlalhatatlan vizsgalat zajlott, azért, hogy feltarjak a gyulladasos folyamatokban szerepet jatszo
genetikai tényezéket. A COPD kialakulasanak hatterében poligénes oroklésmenet all. Az elmult évek
soran szamos gén polimorfizmusrol bebizonyosodott, hogy hozzajarul a COPD kialakulasahoz. A
genom szamos régidjaban, igy 14-es kromoszoma szamos régidjaban 2q kromoszéma régidban
kozoltek genetikai asszociaciot (101,102 )(2.4. tablazat).

Sajat vizsgalataink sordn 2001-ben bronchoalveolaris lavage-ban (BAL) talalhaté alveolaris
makrofagokbol végeztiink RNS cluster analizist (nem publikalt adat). Ennek alapjan a dohanyos egyén
és a COPD-ben szenved6 beteg az génkifejez6dés mintazata alapjan megkiilonboztethetd (2.5. bra). A
COPD kombindlt (krénikus bronchitis + emfizéma) esetei, a tisztdn krénikus bronchitisben, vagy
emfizéméaban szenvedd beteg RNS klustere kiilonboz6 és kiilonbozik a kordbban a dohanyzésrol
leszokott egyén alveolaris makrofagjainak RNS mintazatatol. Globalis gén expresszios analizissel
olyan gének csoportjat azonositottuk, amely specifikus COPD-re és mind az alveolaris makrofagokban,
mind a periférids vérben talalhatdé monocitdkban expresszalddik, és korrelaciét mutat a betegség
stlyossagaval, az az a FEV;-el (103).

Genetikai tényezok szerepe a COPD-ben

ACE IL6 SOD3
ADRBZ LTA TGBB1
EPHX1 MMP9 TIMP2

GSTP SERPINA3 TVF
IL13 TLR4 GSTM1
IL1B ADA33 GSTT

IL4 ADRB?2 TNF

2.4. tAblazat: A COPD kialakulasaban igazoltan szerepet jatszo legfontosabb gének (*** 1%).

2.3.2.1. Alfa-1 antitripszin hiany
A genetikai vizsgalatok a legtobb adatot az alfa-1 antitripszinrél (A1AT) tartak fel, ismert, hogy hianya
stlyos, fatalis velesziiletett megbetegedést okoz. Az A1AT a vérben keringd szerin-protedz-inhibitor,
amelynek csokkent szintje vagy hidnya a proteolitikus enzimek (elasztdz, protedz) aktivalodasat
eredményezi. A proteazok szovetdestrukciot okoznak, lebontjak az interalveolaris szeptumokat, és a
tiidd elasztin allomanyat igy hoznak létre emfizémat. Az A1AT hiany miatt kialakult betegség azonban
stlyos, gyors progresszioju, rossz prognozisu. Az emfizémas megbetegedéseknek minddssze 1-2%-a
vezethetd vissza ALAT hianyra. Magyarorszagon a sulyos méj- vagy tiidébetegséget okozd PiZZ
homozigota allapot varhato el6forduldsa 1:10 526, mig a PiSS homozigotaé 1:6060. (106). A sulyos
betegek 25%-a 12 éves koraig, masik 25%-a 20 éves koraig meghal (107). A kovetkezé 25% enyhe
majbetegség tlineteit mutatja, és a maradék 25% pedig akéar tiinetmentes is lehet, vagy az emfizéma
tiinetei miatt all kezelés alatt. A betegek dohanyzasa miatt, tovabbi aetiologiai tényezoket rendszeresen

14



nem Kkeresunk, igy a genetikai eltérés sem Keril felismerésre ezért a mindennapi felndtt
tiidégyogyaszati gyakorlatban jelentdsége elhanyagolhato (106,107).

3 corp
= Krénikus brorehitis
Emphysema

Egyéni

Clusterek
au9o

Betegek

2.5. abra: Globalis gén expressziés analizis (Affymetrix platform) Hat beteg és hat kontrol egyén BAL
makrofagjaibol izolalt mRNS-t analizaltunk. A kisérlet egy nagyobb vizsgdlat sorozat eldkisérlete volt. A
kisérletben arra kerestlink valaszt, hogy vajon talalunk-e a BAL makrofagok gén kifejezédési mintdzatiban
COPD-re illetéleg a COPD egyes tipusaira (krénikus bronchitisz, emfizéma) jellemzé mintdzatot, és a
dohanyzasrol vald leszokasra van-e jellemzd gén kifejezddési mintdzat. Az analizis sordn, uigynevezelt irdanyitott
klaszter vizsgalatot végeztiink, ami a minimum 1.5X-re megemelkedett génkifejezédést analizdlta az egyes
csoportokban. Erdekes, hogy mind a COPD-re (vords négyszog), mind a COPD egyes tipusaira (kronikus
bronchitisz, vilagoskék, emfizéma sotétkeék négyszog) és a dohanyzasrol vald leszokasra is talaltunk specifikusnak
latsz6 mintazatot (sarga négyszog). A kisérletben talalt géneket nem validaltuk, mert a specifikusnak latszo
mintazat elemei szamban kisebbek voltak, mint az egyénre specifikus mintak elemei (z6ld négyszdgek). Mindez azt
sugallja, hogy a kisérlet egyedszama a kritikus alatt volt. Mindennek ellenére a kisérlet kivitelezhetosége
egyértelmiivé valt és az alap kérdés tovabbi vizsgalatara igy nagyobb mintaszamon és jobban kontrolallt
kisérleteket tudtunk tervezni, amit aztan koézoltink is).

2.3.3. Sejtes elemek aktivacioja
A COPD-ben szenvedé betegek esetén emelkedett neutrofil szamot talaltak az indukalt kdpetiikben az
azonos dohanyzasi szokassal bird egészségesekhez viszonyitva és a neutrofil szdm negativ korrelaciot
mutatott a FEV; értékkel (108). A neutrofilek tiiddben levé akkumulacioja kiilondsen a léguti
korlatozottsag fennallasa esetén, korreldl az elszivott cigarettdk mennyiségével. A neurofil felhalmozés
12 oran belul megjelenik a dohanyzas utan a tiidében, és jellemzé6 a COPD-re (109,110,111). A
neutrofilek tiidobe toérténdé vandorlaséért az 1L-8, az LTB4, és NCF (neutrofil kemotaktikus faktor)
felelések. A neutrofilok proteolytikus enzimeket termelnek, igy részt vesznek az irreverzibilis
obstrukcio kialakitasaban a horgék és a parenchyma éatalakitdsa (remodellingje) révén. A neutrofilek
szamos protedz szekrécioja révén egyrészt fokozzak a submucosa mirigyeinek mucin szekrécidjat,
masrészt az alveolaris struktira destrukciojat is elésegitik (112)(2.6. tblazat). A kdpet makrofagok,
fagocitak fontos szerepet jatszanak a fert6zésekkel szembeni védekezésben. A makrofagok cigaretta
fust hataséara aktivalddnak, szamos gyulladdsos mediatort szekretalnak, és iranyitjdk a dohanyzassal
Osszefliggd gyulladasos folyamatokat. A szekretalt gyulladasos medidtorok magasabb koncentracidja
dohanyos COPD-s betegekben nemcsak a kopetben van jelen, hanem kimutathatéak BAL folyadékbdl,
tid6szovetbdl is. A makrofagok magasabb szama a tiidében, a COPD-sekben és dohanyosokban
egyrészt a kemokinek és kemotaktikus faktorok hatasara bekdvetkez6 fokozott makrofag bearamlassal
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(113) (2.6. tabléazat).

BAL moso6folyadékban, bronchialis biopszidk bioptatumaban, és tiidészovet mintak esetén emelkedett
szami CD8+ lymphocytat észleliink, és ugy tiinik, hogy a CD8" T-limfocitak kiilonboztetik meg a
COPD-s betegeket az egészséges dohanyosoktol (114). Forditott dsszefliggés talalhaté a lymphocyta
szam és a FEV; érték kozott (115). Az indukalt kopetben emelkedett szamban észlelheté CDS8”
lymphocyta, és igy a CD4/CD8 arany csokkent ezzel is novelve a kdpet cytotoxikus aktivitasat (116).
A COPD-s betegek periférias légatjaiban, nagy szamban vannak jelen CD8" T sejtek, amelyek
valosziniileg a gyulladdsos folyamatokban vesznek részt (117). Az egyes tipusd T lymphocytaknak
meghatarozo szerepe van a virus infekciokra adott valaszreakciokban. A nagy szami CD8" lymphocyta
akkumulacioja a tiid6 parenchyma destrukciojahoz és az irreverzibilis 1éguti obstrukcio kialakuldsahoz
vezethet. Emellett a T sejtek IFNy-t expresszalnak, ami allatkisérletekben emfizéma kialakulasat
segitheti el6 (118).

Autoimmun mechanizmusok szintén szerepet jatszhatnak a COPD kialakulasaban. A CD8" limfocitak
jelenléte a tiidd6kben is ezt tAmasztja ald. Emellett ndvekedett az elasztin fragmentumok altal aktivalt
limfocitak szama is, és ez akar érzékenyitheti az autoantigéneket a COPD-sekben (119,120,121). Az
autoimmun mechanizmusok alatdmasztasara velesziletett immunfolyamatokat azonositottak, amelyek
felismerték a dohanyzas hatasara 1étrejové szoveti karosodasokat is. (122) (2.6. tablazat). A
kdzelmultban publikaltak egy sohasem dohanyzott populéciéban végzett vizsgéalatok eredményeit.
Megallapitottak, hogy ezek a betegek, zomében idds posztmenopauzalis nék, akiknek elézetes
anamnézisében szerv specifikus autoimmun betegség szerepel. Altalaban kronikus kohdgésben
szenvednek, normalis légzésfunkcios paraméterekkel, majd hirtelen FEV; csokkenés és a COPD
klinikai képe 1ép fel, hasonld patomechanizmus lehet, mint az autoimmun gyulladasos bélbetegségek
esetén (123)

Eosinofil sejtek jelenléte a kopetben valosziniisiti, hogy a szteroid kezelés hatékony lehet. Ismert, mind
az asthma, mind a COPD kezelése sordn az, hogyha sikeril a kopet eozinofilek szdmat csokkenteni,
akkor jelentésen csokken az akut exacerbaciok szama (*°). A légati obstrukcié és ennek a
reverzibilitasa jol korrelal a kilégzett levegé NO tartalmaval. Azoknal a COPD-s betegeknél, akiknek a
légzésfunkcios paramétereinek volt némi reverzibilitasa, azoknal magasabb NO értéket mértek, mint
akiknél nem lehetett reverzibilitast észlelni a légzésfunkcié soran (124,125,126). Valosziniileg a
kopetben talalhato neutrofilek az IL-8 termelésuk révén az irreverzibilis obstrukcioért feleldsek, mig a
kopetben taldlhatd eozinofilek a szteroid kezelés hatékonysaganak a letéteményesei, és a szdmuk
csokkentése javitja COPD-s betegek légzésfunkcios paramétereit (2.6 tablazat).

Az idilt dohanyfist expozicié gatolja a hengerhdm csill6inak mozgasat, nyakmirigy hyperplasiahoz
tobbszdri expozicid pedig irreverzibilis dregedési folyamatokat indukal a sejtekben. Egyre ndvekszik a
bizonyiték arra nézve, hogy a kronikus gyulladasos megbetegedések oregedési folyamatokat
generalnak, és ebben az oxidativ stressz meghatarozd szerepet jatszik, ez kiléndsen az emfizéma
kialakulasaban és progresszidjaban bir jelentdséggel (128,129,130). Ennek kovetkeztében a reparativ
funkcid is kérosodik.
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Gyulladasos sejtek COPD-ben
A dohéanyosok kdpetében né a szamuk
. Szamuk 6sszefligg a COPD sulyossagaval

Neutrofilok  I'\Gepzny neutrofil lathato a tidészovetben is
Fontos szerepet jatszik a valadék hipersecrécidban, és a protedzok termelésében
Nagyszamban lathato a 1égutak lumenében, a tiidéparenchymaban, és a BAL-ban
A makrofagok a vérbdl keriilnek a tiiddbe, és ott differencialodnak

Makrofagok A " — " ”
Dohéanyfiist hatdsara nagy mennyiségben termelnek gyulladadsos mediatorokat,
proteazokat COPD-s betegekben
Dohanyflst hatasara romlik a fagocitozisuk.
CD4", CD8" sejtek emelkedett szdmban taldlhatok a légutak falaban, és a
parenchymaban

T limfocitak CD4%/CD8" ndvekedett
CD8" T sejtek (Tcl) és a Thl sejtek IF y- t termelnek, és CXCR3 expresszalnak
Az alveolaris CD8" sejtek cytotoxikusak, és fontos szerepet jatszanak a légutak
destrukciojaban

B limfocitak A periférids légutakban, és a limfoid follikulusokban nd a szamuk, ami lehetséges,
hogy a bakterialis kolonizacionak a kévetkezménye

Eozinofilek A C,OPD—sek kopetében nd a’ szamuk .
A légutakban, emelkedett szdmuk exacerbacid idején

Epithelialis sejtek | Cigaretta fiist aktivalja, aminek hataséara mediatorokat termelnek.

2.6. tAblazat: Gyulladasos folyamatokért felelds sejtek, és jellemzdjiik COPD-ben

2.3.4. Gyulladéasos mediatorok és szOveti karosodas

A cigaretta flist a 1égutakat béleld epithelialis sejtekkel, az alveolusokban talalhaté makrofagokkal
kapcsolatba 1épve szdmos kemokin, ndvekedési faktor transzkripcidjat és szekrecidjat is gerjeszti, és
ezeken keresztiil stimulalja a csontveldt tovabbi gyulladasos sejtek termelésére. A gyulladasos sejtek
kemotaktikus toborzésa a tiiddbe az extracelluldris matrixbol képzddott fehérjéken keresztiil torténik. A
gyulladasos mediatorok neutrofileket, makrofagokat, monocitakat, limfocitakat toboroznak a tiid6be, és
az altaluk termelt gyulladasos mediatorok a feleldsek a szoveti karosodasért, és ennek Onfenntarto
folyamatért (2.7. tablazat). A szétesé neutrofilekbdl és makrofagokbdl szabadgyokok, proteolitikus
enzimek (elasztdz, kollagendz) szabadulnak fel. Ezek a cigarettafiistben 1évé szabadgyokokkel
(oxidansok) egyiitt megbontjak a tiidé oxidans-antioxidans egyensulyéat és az alveolusfal pusztulasat, a
1égz6 felszin besziikiilését, a tiddszovet rugalmassaganak csokkenését okozzak (131). A fust fokozza a
proteolyticus enzimek Kkiszabadulasat a leukocitdkbol és emellett a nervus vaguson keresztil a
simaizom kontrakcidt, okozza. Az eredeti elképzelés, amely szerint a neutrofil elasztaz a felelds a
enzimek egyensulyanak felboruldsa meghatarozé az emfizéma patomechanizmuséban. Bizonyitott,
hogy COPD-ben a kot6szovetben a protedazok mennyisége megndvekedett, mig a protedzok
tevékenységét fékez6 antiproteazok koncentracioja lecsokken (132).

Az oxidativ stressz a folyamat ongerjesztésében jatszik meghatarozd szerepet, szdmos egyéb

folyamatot, pl. gének aktivaldédasat, antiproteaz gének inaktivalodasat is generalhatja, és fokozodasa
meghataroz6 szerepet jatszik a COPD akut exacerbacidjanak kialakuldsaban. Az oxidativ stressz
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kovetkeztében a hiszton-deacilaz aktivitasa csokken COPD-s betegek tiid6 parenchymajaban, ami a
gyulladasért felelds gének expresszidjahoz vezethet, és ezzel parhuzamosan csokken a tiido
parenchymaban a gliikokortikoidok gyulladascsokkentd hatasa. Az oxidativ stressz markerei is
természetesen kimutathatéoak a periférias vérbol is, és ezeknek a koncentracidja a COPD akut
exacerbacioja idején szignifikansan megemelkedik. A mediatorok kéziil az interleukin-8 (IL-8) igényel
kitiintetett figyelmet, mivel termelését a dohanyfist belégzése inditja el, és a dohanyos COPD-s
betegek tlidejében igen magas koncentracidban vannak jelen (133).

Gyulladésos mediatorok COPD-ben

Kemotaktikus faktorok:

Lipid mediatorok LTB4: neutrofilekre, és T limfocitakra hat

Kemokinek IL-8: neutrofilekre, és monocitakra hat

TNFa, IL-1b, IL-6: feler6sitik a gyulladasos

Proinflammatorikus cytokinek: . L, R , .
folyamatokat, és a szisztémas COPD tiinetekért felel6sek

Novekedési faktorok: TGFB: a kislégutak fibrozisat indukalja

2.7. tablazat: A COPD patomehanizmusaban szerepet jatsz6 legfontosabb gyulladasos mediétorok.

2.3.5. Lipid mediatorok

Az irodalom a lipid mediatorok tekintetében igen kiterjedt és nem egyértelmii. A tovabbiakban csak
azokat a faktorokat emelem ki melyeket vizsgalataink céljara kivalasztottunk. A foszfolipdzok
metabolitjaibdl kialakult lipid mediatorok fontos szerepet jatszanak a COPD patogenezisében. Tobbek
kozott lipid ligandok, arachidonsav metabolitok (prostaglandinok, protacyclinek, thromboxanok,
leukotriének és az eicosateraen sav), lysophospolipidek, zsirsavak és endocannabionidok ligandjaként
szerepelnek. Az arachidonsav metabolitok, specialis szerepet jatszanak a COPD-ben gyulladasos
folyamatokban. Ebbél a csoportbdl a PgE,, (prosztaglandin E,) PgD, (prosztaglandin D,) és az 5 és a
15-0x0-ETE (eicozanoid 5-0x0-6E, 8Z, 11Z, 14Z-eicosatetraén sav) kilonlegesen érdekes mediator
(134). A fenn emlitett metabolit csalad kitlintetett elemeit egyenként vizsgaltuk, aldbb az egyes
kivalasztott mediatorokat egyenként bemutatjuk.

Prosztaglandin D, (PgD,): A PgD; az egyik legfontosabb membran lipid-arachidonsav metabolitnak a
PgD, a COX-1 és COX-2 enzimek indirekt és a prosztaglandin izomeraz enzimnek a kodzvetlen
terméke. A PgD, szerepe az utdbbi néhany évben az asztma célpontok egyike lett. PgD; -t a hizosejtek
és més gyulladasos, pl. dendritikus sejtek, vérlemezkeék és T sejtek, granulocytdk is termelik.
Asztmaban indukaélja a bronchus simaizom 6sszehuzédast a TP receptorokon keresztil és inderekt Uton
preszinaptikusan befolyasolva a cholinerg idegeket melyek a bronchus simaizomra hatnak. Az ut6bbi
években kozolték, hogy a PgD, a DP1 és DP2 (kemoatraktdns receptor homolog) receptorokon
keresztul hatva a bronchus szikiilet indukcidjan tilmenden fontos szerepet jatszik a bronhoalveolaris
tér gyulladasos infiltratumanak kialakulasaban. Ez kulondsen fontosnak latszik a DP2 receptoron
keresztlll kivaltott hatasra vonatkozoan, a DP2 receptor expresszalddik a Th2 sejteken az eozinofil és
basophil granulocytakon is (135). Tobbek kozott az asztmas gyulladas kialakulaséban jatszott szerep
miatt merQlt fel, hogy a COPD-ben is fontos szerepet jatszhat a PgD..
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Lysophosphatidylcholine (LPC): Az LPC egy proximalis lipid mediator precursor, ami a lipoprotein
phosphatidylcholine phospholipase medialt bomlasterméke, egyrészt az endogén phospholipase A2
(PLA2), maésreészt spontan reakcio hozhatja létre (LPC1l es LPC2). Az LPC integrans része a
sejtmembrannak és az oxidalt lipoproteineknek is. Az LPC fontos szerepet jatszik tobbek kézétt az erek
fejlodésében, a myelinizacioban, a gyulladasos folyamatokban betoltott szerepe viszont nem
egyértelmii. Tobb kdzlemény szerint a PAF-hoz hasonlé ,,pro” gyulladasos hatasa van. Ugyanakkor a
kozlemultban kimutattdk, hogy a tiszta PAF mentes készitmény gyulladasgatlé hatasu, pl. gatolja a
granulocytak tidobe dramlasat, amit egy ex-vivo tiidéperfuzios modellben igazoltak (136,137).

Eicosapentaen sav (EPA): Az Omega-3 telitetlen zsirsavak (n-3 PUFA) el6ényos hatasai kozott a
gyulladasban és a tumor ndvekedésben is gatlé hatdsai a legismertebbek. Sokan emiatt diétas
szupplementumként is fogyasztjak. A hagyomanyos gondolatmenet szerint a fenti gatlo hatasokat
annak tulajdonitottdk, hogy gatolna az arachidonsavbdl szarmazd prostaglandinok és leukotrienek
keletkezését. Néhany éve viszont ismertté valt, hogy az n-3 PUFA-boI keletkeznek a gyulladasgatld
endogén lipid mediatorok a resolvinok és a protectinek (138). Kémiailag ezek a vegylletek egyrészt
hydroxilalt szarmazékai az n-3 PUFA eicosapentaen savnak (EPA) ezek az E-resolvinok, méasrészt a
docosahexaen savnak (DHA), ezek a D-resolvinok és a protectin D1. Dietads szupplementumként
alkalmazva ismert, hogy az Omega-3 telitetlen zsirsavak jo hatassal vannak a COPD-re (139). Els6
Iépésként fontos volt megvizsgalni, hogy vajon detektalhat6-e az E-resovinok prekurzora a bronchus
moséfolyadékban, és hogy mutat e korrelaciét a COPD-re jellemz6 1égzésfunkcios eltérésekkel.

15-Hydroxyeicosatetraen sav (15-HETE): A membran phospholipidekb6l szarmazik. Az EPA-nal és
az LPC-nél distalisabban helyezkedik el a metabolikus aton. Lipidmediator effector, ami a 15-
lipoxygenaz terméke. A 15 lipoxygenaz indukalhaté modon fejezddik ki a tiidoben. Kimutattak, hogy a
hypoxia indukalja a kis tiid6artériak 15-lipoxygendz aktivitasat, és indirekt (ton aktivalja az enzimet.
Ugyanakkor a hypoxia hatasara az igy felszabadulé 15-HETE vazokonstrikciot okoz, és a hypoxias
tido artéridk érzékenyebben vélaszolnak erre. (140,141). Ez a mechanizmus aktivalodik asztméaban
ugy, hogy a tiidéepithelium is termelni kezdi a 15 lipoxygenazt, és ez a kis bronchusok sz{ikiiletéhez is
jelentésen hozzajarul. Erdekes, hogy asztmaban a 15-HETE-r8l kimutattdk, hogy az IL4 indukalta
szignaltranszdukcios utat is erdsiti, ugy, hogy intracellularisan aktivalja az 1L4 szignal transzdukcios ut
proximalis elemeit a Raf-1/MEK/ERK mechanizmuson keresztll. (142). Fontos megemliteni, hogy a
15-HETE a PPARYy ligandja (143). Csokkent 15 lipoxygenaz activitds alacsonyabb 15 HETE szintet
eredményez és igy csokken a PPARYy aktivitas, amit a COPD-ben is gyakoribb nem kissejtes tiidérak
keletkezésével is kapcsolatba hoztak. (143). Egy korébbi kézlemenyiinkben (101) k6z6ltik, hogy egyes
PPARy polimorfizmusok, pl. a His447His ritka allélje szignifikans asszociaciét mutatott a COPD
kimenetellel. Mindezért fontosnak tartottuk a 15-HETE vizsgalatat is.

2.3.6. Szoveti javitd mechanizmusok, Ugynevezett ,,repair’” mechanizmusok
A dohényzés gatolja a ,repair” vagy javito mechanizmusokat, mind az epitelialis sejtek, mind a
fibroblastok szintjén. A parenchyma sejtek tgy tlinik, hogy abnormalis javité funkcioval birnak.
COPD-s betegek tiidejébdl vett, és tenyésztett fibroblastok |ényegesen lassabban ndvekednek,
kemotaktikus migraciora is kevésbé képesek, mint a kontrolok, és sokkal érzékenyebbek a
dohanyfustre (144). A kollagén és az extracellularis matrix kontrakcidja ugy tinik, hogy COPD-s
betegben csdkkent, és csokkent az érzékenysége a TGF-p (transforming growth factor-p) irdnt, ami
altalanossagban egyébként noveli a fibroblastok altal biztositott javitdé funkciokat, és PgE
(prostaglandin E) tul produkciojahoz vezet, amely szintén gatolja a fibroblastok altal kdzvetitett javito

19



mechanizmusokat (145). A cigaretta fiist az idiopathias tiid6fibrozis kialakulasaban is rizikotényezd. A
COPD és a vele szov6dé tiidofibrozis esetén az epitelialis sejtek TGF-B és fibronectin tal produkcidja
vezet a fibrotikus atalakulashoz. A COPD-s betegekb6l szarmazo fibroblastok szintén kisebb
mértékben termelnek elasztint, és emellett még szamos ,,repair mediatort”, mint példaul fibronectint,
hepatocita és keratinocita ndvekedési faktort. Azt is bebizonyitottak, hogy a posztnatalis id6szakban és
a gyermekkorban a passziv dohanyzds a novekedési faktorok kaszkadja akadalyokat allit, és
késobbiekben az emfizéma kialakulasat segitheti el6 (146).

2.4 A BIOMARKEREK JELENTOSEGE

A bioldgiai, biokémia markerek, vagy biomarkerek a tudoméanyos kutatas kézéppontjaba keriiltek az
elmalt évek soran, éppen a remélhet6 klinikai alkalmazhatosaguk miatt. A biomarkerek olyan anyagok,
amelyek kiilonbozé biologiai mintakban (szovet, vér, nyal, kopet, liquor stb) megtalalhatok,
hatarozottan magasabb vagy alacsonyabb koncentracioban vannak jelen valamilyen betegség fennéllasa
esetén. Ezeknek az anyagoknak a jelenléte vagy hidnya egyértelmiien a betegség fennallasara utal, és
precizebben jellemzi a betegség jellegét, okat, mint az eddigi vizsgalatok. Barmilyen természetiick is a
biomarkerek minden esetben utalniuk kell a betegségre, vagy a betegség jellegére, annak fennallasara.
Az azonositott biomarkerek Kklinikailag elég specifikusak és szenzitivek ahhoz, hogy az egészséges és a
tinetmentes  beteg kozott  kilonbséget tegyenek. Ezért haszndlhatok a  biomarkerek
gyogyszerkiprobalasok soréan is, a szer terapias hatékonysaganak a monitorozasara, esetleg a betegség
diagnosztikajaban, a betegség stddiumanak meghatarozasara. A biomarkerek alkalmasak a
patofiziologiai folyamatok specifikus molekularis valtozasainak detektalasara. Egyes esetekben, pl. a
betegségre is jellegzetes proteinek, metabolitok stb. szintje ndvekszik, vagy csdkken a szévetekben és

az ezt jelzd szérumban is. A biomarkerek a megvaltozott fehérje, metabolit vagy génkifejezodés
valtozasara specifikusan utalnak, de legalabb sejtetik a valtozasokat el6idézé kornyezeti hatasokat, mint
pl. dohanyzast. A biomarkerek segithetnek a bioldgiai vagy patoldgiai valaszt meghatarozé egyedi
DNS szekvenciadk a bioldgiai szempontbdl fontos polimorfizmusok, vagy epigenetikai okok (pl. DNS
metilacid), genetikai predeterminacié szerepének a tisztazasaban, illetve meghatarozasaban. Igy a
COPD betegség két fontos gyokere a kornyezet, és a gének hatasa, a betegség stddiuma, a varhato
gyogyszeres valaszképesség és a kezelés kimenetele, vagy a tiidorak jelentkezésének valdsziniisége is
jobb hatésfokkal lesz jésolhatd, mint ma. Az idedlis diagnosztikus tesztek non invaziv, vagy alig
invaziv modon végezhetdk el vizelet, nyal, vagy vér vizsgalataval (147). A vizsgalathoz alkalmazott
technikdnak egy-egy vizsgalatra nézve is olcsonak, konnyen hozzaférhetének, kivitelezhetének kell
lenni, és a kapott eredményt egyszeriien kell interpretalni. A vizsgalati eredménynek minimalizalni kell
a alpozitiv és alnegativ eredményeket, igen szenzitivnek (>80%) és magasan specifikusnak (>95%) kell
lenni. A kivant érzékenységet a specificitast a biomarker validalas sordn mérik meg, a kévetelmény az,
hogy tobb szaz betegen legaldbb két fiiggentlen vizsgalat eredmeényes legyen. Az ideélis biomarkerek
esetleg képesek a folyamat progresszidjanak, varhatd kimenetelének ,joslasara”. A kisérleteknek
feltétlentl ki kell terjedni a biomarkerek felfedezésére, a felfedezett biomarkerek validalasara is, és
meg kell hatarozni a validalt biomarkerek klinikai értékét, alkalmazhat6sagat, és helyét a betegségek
diagnosztikajaban és kezelésében is. A validacio alapfeltétele, hogy a megcélzott klinikai hasznalatnak
megfelelden jol karatkerizalt beteg és megfelel6 kontroll csoporton torténjen a vizsgalat. Az ilyen
vizsgélatok eléfeltétele a sikeres és ugynevezett megfigyelés szintii (observational study) vizsgalat, ami
elokésziti, ,.kvalifikalja” a biomarkreket egy bizonyos alkalmazasra. Az uj klinikai alkalmazasban
meglevd értéket késébb a validdlas soran mérik meg, a megfigyelési vizsgalatok alapjan felallitott
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klinikai hipotézisekre épitett jol karakterizalt beteg kohorszok segitségével. Vizsgalatainkban a
biomarkerek felfedezéséig és a kvalifikacio elsé 1épéséig jutottunk el. (2.8 abra).

Felfedezés Megfigyelési Kontrolallt vizsgalat
vizsgalat

Globalis profil Validacio
Kvalifikacio

Genom

Traszkriptom

Proteom Széleskorh klinikai

Metabolom Klinikai hypotézis hsznélat
épités ﬂ

ﬂ Elfogadott és
engedélyezett

Biomarker Kvalifikalt diagnosztikum

kandidatusok biomarker

~ 10-50 beteg ~ 50-200 beteg ~2x200-1000 beteg

0 18 ho 36 ho 48-70 ho

2.8 abra: A hipotézis nélkili biomarker felfedezés, kvalifikacio és validacio folyamata. A felfedezés fazisaban
célunk minél tobb potencialis markert detektalni, ehhez feltétlenil sziikséges az egyes tipusi markerek globalis
profilirozasara hasznalhat6 technoldgia. A technoldgia altaldban kéltséges vagy komplikalt, igy viszonylag kevés
beteghbdl szarmaznak az adatok. A kvalifikacié stddiumaban néhany kivalasztott markert mértink meg minél
nagyobb, de nem specialisan szelektalt betegcsoportban. Itt a cél az, hogy a potencialis klinikai 6sszefliggéseket
felismerjiik. A kovetkezé lépésben a kivalasztott potencidlis klinikai alkalmazdsokat célzottan teszteljlk,
specidlisan karakterizalt betegcsoportokon és lehetSleg magas konfidencia szintet biztositd megfeleld kontroll
csoportokat bevonva. A megadott betegszamok &ltalanos elveket tiikroznek, gyakran a kdrtlmények limitaljak a
lehetbségeket, igy a statisztikusok dltal ,,eldirt”, a Kivant statisztikai erdt biztosito szamokat ritkan tudjuk elérni.
Az itt bemutatott vizsgalatainkban a felfedezés ,,nyilban™ jelzett stadiumig jutottunk a lipid biomarkerek terén, itt
bioldgiai szemponthol viszont kvalifikaltak a markerek. Célzottan olyan lipid medidtorokat valasztottunk melyek a
COPD folyamatokban szereppel birhatnak és a mintat is a patol6gias folyamathoz anatéomiailag kozel esé helyrél
vettik. A fehérje markereket a modszer hatékonysaga, a betegszdm és a jol definidlt cohors miatt eldkvalifikaltnak
tekinthetjuk.

Mostandig a biomarkerek felfedezése gatolt volt, megfeleléen, hatékony validalasi folyamatok nélkiil.
A biomarkerek validalasanak sziik keresztmetszete, az hogy a validalasi folyamat altalaban nem jol
tervezett, nehezen reprodukélhaté és nem elég szenzitiv. Az onkol6gidban Kiterjedten hasznéljak a
kiilonb6z6 biomarkereket, az emld, ovarium karcindma mindennapos diagnosztikajaban és kezelésében
is évek oOta alkalmazzak. Uj biomarkerek felfedezése alkalmas lehet a malignus betegségek
progressziojanak a meghatérozasara is.

2.4.1. A pulmonoldgiai megbetegedések biomarkerei és azok forrasai, kiilonos tekintettel a COPD
biomarkereire
A légutak gyulladésa fontos szerepet jatszik kiilonb6z6 1égzészervi megbetegedések patogenezisében.
Eppen ezért szamos modszert dolgoztak ki a gyulladasos folyamatok monitorozéséara. Invaziv
mddszerek korlatozottan hasznalhatok, mint pl. a bronchoalveoléris lavage, bronchiélis biopszia, mivel
a vizsgéalat még limitaltan sem ismételhetd. Nem invaziv méd a vizelet, a periférias vér, és a kilégzési
kondenzatum vizsgalata. Az indukalt kopet félig invazivnak tekintendd, de kdzelebb all a noninvaziv
csoporthoz. A COPD igazolasanak egyértelmii klinikai diagnosztikus markere a betegség tlinetei
mellett a FEV, csokkenés igazoldsa. Ez az egyetlen minden betegre alkalmazhatd, altalanosan
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elfogadott biomarker amit hasznalhatunk a betegadgy mellett — igaz a COPD |Il. stadiumatol, és a
korébbi ,rizik6 csoportra” (régen ez volt a 0 stddium) és az I. stdidiumra nem alkalmazhaté. Jelenleg a
kezelés hatékonysaganak a lemérésére nem rendelkeziink egyértelmii klinikai biomarkerrel, erre a célra
napjainkban csak az életmindségi mutatok javulasat hasznaljak.

2.4.1.1. Az indukalt kdpet vizsgalata

Az indukalt kopet vizsgélata az 1990-es években kezd6dott (148).Az indukalt kopet széles kdrben
elfogadott vizsgaldé mddszer bronchoalveolaris tér vizsgalatara, és maga az indukalt kopet, a
bronchoalveoléris tér ujjlenyomatanak tekinthet6. Hypertonias NaCl oldat belélegeztetésével a beteget
fokozott légati valadéktermelésre kényszeritjiik. Asztma esetén diagnosztikus célbdl is végezziik. Az
elmult idészakban rengeteg adat gyllt 6ssze a COPD-ben szenvedé dohanyos és nem dohanyos
betegek indukalt képetének kiilonbségeirdl, amely jellemzék biomarkerként felhasznalhatok (149,150).
Kiilonbséget talltak a sejtes Osszetevok és a szolubilis fazis alkotoi kdzott is. Maga az indukalt kopet
elsdsorban a nagylégutakban zajlo folyamatokat reprezentalja, és nem ad informaciot a periférian, a
kislégutakban zajlé folyamatokrdl (151,152,153). Az indukalt kdpet folyékony fazisaban mediatorok
sorat mutattak ki, és igazoltak szerepiiket valamilyen médon a COPD patogenezisében (154,155,156)
(2.9 abra).

2.4.1.2. Kilégzett leveg6 kondenzatum
Az elmult évek kutatasi eredményei azt jelzik, hogy a kilégzett levegé jol tiikkrozi a 1égutak felszinén
zajlé kémiai valtozasokat. Egy-egy betegségben a kilégzési kondenzatum az alveolaris és bronchialis
tér ujjlenyomataként lehet jellegzetes az illetd megbetegedésre (157,158). Kilégzési kondenzatum
vizsgalata szamos, els6sorban gyulladéasos, interstitidlis tlidobetegségek, cystas fibrosis, és obstruktiv
tiildobetegségben biomarkerek azonositasara lehet alkalmas. A kilégzési kondenzatum vizsgalata teljes
mértékben non invaziv, kockazat nélkiili modszer, szamtalanszor ismételhet6, beteg agy mellett is
elvégezhetd teszt, kiilon elénye, hogy gyermekek esetében is lehet alkalmazni. Szamtalan mediator,
szamos kémiailag aktiv vegyilet, anyagcseretermék vizsgalhatd ezzel a médszerrel, mint pl., NO, CO,
HCOg;, hydrogen peroxid, proteinek, prosztaglandinok, leukotrienek, cytokinek stb (159,160,161) (2.9
abra).
2.4.1.3. Periférias vérben taldlhaté biomarkerek

A periférias vérben talalhaté markerek jelentéségének a vizsgalata sordn tekintettel kell lenni arra is,
hogy egy-egy egyénben egymas mellett, parhuzamosan tobb betegség zajlik. Ezek kdlcsdndsen hatnak
egymasra, ¢és a kiilonb6z6é patofiziologiai folyamatok markerei megjelenhetnek a vérben. Ezért a
periférias vérbol izolalt biomarkerek jelentdségének az értékelése nagy kortiltekintést igényel (2.9
abra). Dohanyzas hatasara gyulladasos markerek szabadulnak fel a keringé neutrofilekb8l. A periférias
vérben keringé mononuklearis sejtek COPD-sekben emelkedett kemotaktikus aktivitassal birnak, mint
az egészséges dohanyosokban, amelyet a mononukledris sejtek CXCR2 fokozott expresszidjaval
magyaraznak (162). A T sejtek fokozott mértékben termelnek TGFB-t, TNFa-t is. Az oxidativ stressz
markerei természetesen kimutathat6ak a periférias vérbdl is, és eszeknek a koncentracioja a COPD akut
exacerbacioja idején szignifikdnsan megemelkedik. Emellett érdekes a plazma antioxidans
kapacitasanak a trolox equivalens antioxidans kapacitas (TEAC) vizsgalata is, amely mind egészséges
dohanyosokban, mind COPD-s dohanyosokban csékkent (163). A CRP nagyon szenzitiv, klinikai
gyakorlatban jol hasznalhat6 marker, de a COPD akut exacerbacidé miatt koérhazba keriil6 betegek kb.
50%-anak a CRP-je normal értékii (164,165). A CRP emelkedést inkabb akkor latunk, ha a COPD akut
exacerbaciojanak hatterében bakteridlis ok all. A szérum biomarkerek meta-analizise soran 652
biomarker vizsgélatot végeztek el, és azt talaltdk, hogy a vizsgalt biomarkerek nem mutattdk a vart
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oOsszefiiggést a FEV; alapi COPD stadium beosztassal (166). Némi dsszefuiggést talaltak a CRP és a
TNFa szint és a COPD sulyossagi allapota kozott. (Nota bene a COPD FEV; alapld sulyossagi
beosztasa biztosan tudjuk, hogy nem a legmegfelobb modszer a COPD klasszifikalasara. )

2.4.1.4. Vizeletben taldlhaté markerek
A vizelet vizsgalata egyszerii veszélytelen madszer. Ismert, hogy az emfizémas betegeknél ké&rosodott
az ellasztin-collagén egyensuly, aminek kovetkeztében a betegek vizeletében kollagén degradacios
productumok jelennek meg, az emelkedett desmosin érték az ellasztin degradacidja kovetkeztében jon
létre, és a légzésfunkcid gyors romlasa kiséri (167) (2.9 abra).

2.4.1.5. Bronchoalveolaris lavage és bronchialis biopszia
Az utdbbi idében a bronchoalveolaris lavage és bronchidlis biopszia egyre elterjedtebbé valik a COPD-
s betegek kivizsgalasaban, és kutatasi céllal is térténnek vizsgalatok. Mind a BAL-bél, mind a
bronchidlis biopsziabdl szamos sejtes, és gyulladasos mediatort, markert mutattak ki. Amellett, hogy a
potencialis markerek egész sordt azonositottdk BAL-bdl ennek ellenére nem rendelkeziink olyan
markerrel, amely képes lenne a betegség biomarkereként szerepelni.

Kilégzési e BAL és bronchialis
Indukalt kopet g . Periférias vér . .
kondenzatum biopszia
Celluléris alkoto . .
, CQO Monocyta CXCR2 Alveolaris makrofagok
részek
Neutrofillok NQ Monocyta TBF-3 Neutrofillok
CD8+ lymphocytak Pentan Neutrofil apoptosis CD8+ lymphocytak
Eosinofilok? Ethan T lymphocyta apoptosis | Eosinofil sejtek
Makrofagok H,0, EDP, Apoptozis mediatoraj
8-isoprostane Fibrinogén Toll-like receptor
prosiane gen TKR2, TLR4, CD14
Felullsz6 IL-6 CRP Hiszton deacetilaz
IL-6, IL-8, MP R
MPO, HNL, ECP, IL-§ | Nitrogén Trolox egiuvalent © IL-8, MPO, GROw,
L . Gluthation
- - antioxidans kapacitas, .
LTB4, GROa, MCP-1 | Nitrosothio] Collagenaz 1, 2, MMP-1,
GM-CSF, TNF LTB4 Neutrofil gyullada MMP-8, gelatinaze A es B,
-CSF, TNFq : cutrolit gyutiadas MMP-2, MMP-9
NO PGE-2 TGFB MMP szoveti
inhibitorok (TIMP)
Kdpet protedzok, Transcriptios faktor
MMP-1, MMP-9. signaltranszdukciéhoz,
transzkripcidsaktivator
STAT
Kopet antiproteazok Thio]
TIMP1 NF-xB
CXCLS-5, IL-8,
CXR receptor 1, 2

2.9 abra: Osszefoglald tablazat a COPD legismertebb biomarkereirél(161, a 125-144-es referenciak alapjan)
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2.5 A COPD KUTATAS KEZDETEI A DEBRECENI EGYETEMEN

A Kisérleteket klinikai munkacsoportom és a Pfizer Fresnes Laboratory COPD munkacsoportja kozotti
kollaboraci6 inditotta el. A kollaboréacié azért indult, mert a Pfizernél akkor (1999.) korai klinikai
fejlesztés alatt all6 foszfodieszterdz-4 gatlé gyogyszer hatasanak kovetésére alkalmazhatd klinikai
tesztek felfedezése volt a cél (168). A Pfizer munkacsoportja sejtes, allatmodell kifejlesztésén is
dolgozott. Emellett a DEOEC Tiidégyogyaszati klinika altalam Osszegytijtott COPD-s beteganyagan
kivantak széleskorti ,,omikai” vizsgalatokat végezni azért, hogy gydgyszercélpontokat talaljanak,
masrészt pedig, a COPD progresszidval kapcsolatos biomarkerek felfedezése volt a cél. A széleskorii
molekularis medicina iranyultsagl vizsgalat céljait, mddszereit, valamint azt, hogy az egyes
technoldgidk hogyan kapcsolddnak egyméshoz méshol mar leirtuk (168).

Ezeknek a vizsgalatoknak lett a kovetkez6 1épése a DEOEC teriletén a génkifejez6dési, COPD gén-
kapcsoltsagi, proteomikai és metabolomikai vizsgalatok sora, azzal a hosszu tavlu céllal, hogy Uj
tobbkomponensti marker-panelt talaljunk a COPD betegség korai diagnozisara, és potencidlis
gyégyszer célpontokat nevezziink meg.

A Els6 vizsgalatunkat 2001-ben elsdsorban BAL-b6l végeztiik. Erre a E. Csanky M.D, L. Nagy
MD.Ph.D., P. Gergely Ph.D. DSc.: Identification of disease relevant target and biomarker candidate
genes by comprehensive interrogation of the genome and proteome in COPD - 2001, Pfizer grant
biztositott anyagi forrast. A Pfizer kutatécsoportjat Dr. Takacs Laszl6 M.D. Ph.D. DSc a Magyar
Tudomanyos Akadémia kiils6 tagja vezette: Klinikai minkacsoportom 41 betegnél végzett BAL
vizsgalatot és ebbdl 39 betegnél vizsgaltuk a periférias vérben talalhaté makrofagokat is. Globéalis gén
expresszios analizissel olyan gének csoportjat azonositottuk, amely specifikus COPD-re és mind az
alveolaris makrofagokban, mind a periférids vérben talalhaté monocitakban expresszalédik, és
korrelaciot mutat a betegség sulyossagaval, azaz a FEV;-el (103).

B:Az eredmények biztatéak voltak, — igy ennek talajan indult 2003-ban a COPD biomarker vizsgalat:
E. Csanky M.D, L. Nagy MD. Ph.D., P. B. Scholtz PhD, Gergely Ph. D.DSc.: Discovery and validation
of biomarkers and drug targets for COPD: a clinical genomics, proteomics and genetics collaboration
with the University of Debrecen-2003. — A9001156 — cimii Pfizer granttal. Pfizer kutatocsoportjat Dr.
Takacs Laszlo M.D. Ph.D. DSc a Magyar Tudomanyos Akadémia kiils6 tagja vezette.
A DEOEC tiidégyogyaszati klinikajan 6sszesen 600 dohanyos, COPD-ben szenvedd, illetve
COPD-ben nem szenvedd beteget valasztottam be a vizsgalatba. A vizsgalat parhuzamosan 6t
agon zajlott.
1. Genetikai, vizsgalat indult 250 dohanyos COPD-s és 250 COPD-ben nem szenvedd
dohanyos periférias vérébol
2. A proteomikai vizsgalat sordn indukalt kopet vizsgalat/vizeletvizsgélat zajlott, és a
betegek periférias vérébdl monoklonalis antitesteket allitottunk elé — err6l részletesen
beszamolok ebben a disszertacidban.
3. Tid6érakban szenvedd betegekbdl eltavolitott mitéti szovettani anyagabol, a

diagnosztikara nem keriil6 szovet részleteken végeztiink expresszids vizsgalatokat.

4. Expressziés vizsgalatokat végeztiink bronchoalveolaris lavage-bdl szeparalt alveolaris
makrofagokon (2.5 &bra).

5. Expresszios vizsgalatokat végeztiink periférias vérbol szeparalt makrofagokon
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Ebbdl a vizsgalatbol korabban publikaltuk, azt hogy az EPHX1 gén 3 és 4 exonjanak polimorfizmusa
jellemzé a magyar COPD-s populaciora (Penyige Ph.D alapja). Elészor vizsgaltuk, a PPARy gén
polimorfizmusat ,,case control” vizsgalattal, és 0sszefliggést allapitottunk meg a SNP analizissel a
PPARYy haplotipus és a COPD kialakulasa kozott. A GC haplotipusnak mérsékelt védd szerepe van a
COPD-t illet6éen, de ramutathat a potencialis jelentéségére ennek a kozonséges allélnak, és lehet gyenge
befolyasold hatdsa egy ilyen heterogén betegségben, mint a COPD. A PPARY haplotipus COPD-vel

.....

patogenezisében, és potencidlis target kezelésnek képezheti az alapjat (Poliska Ph.D alapja)(101).

I11.; A BioSystems International kft-vel kovetkez6 k6zos kutatasunk (2422-2005 DE OEC, 2005. 11.
29). 2005-ban indult el. Dr. Takacs LaszI6, Dr. Csanky Eszter: BSI Comprehensive Pilot and
Biomarker Early-Validation (50-50) studies for COPD GPCR target and biomarker discovery cimmel.
Vizsgalataink irdnya az alabbi volt:

1. A ,pilot” vizsgalat soran bronchoalveoléris lavage-bol arachidonsav metabolitokat
vizsgaltunk, mint potenciélis biomarkereket — err6l részletesen beszamolok ebben a
disszertacioban.

2. Tudorakban szenvedd betegekbdl eltavolitott miitéti szovettani anyagbol, a diagnosztikara

nem keriilé szovet részleteken végeztiink vizsgalatokat.
3. Tidérakban szenvedd betegekbdl a betegek periférias vérébol monoklonalis antitesteket
allitottunk eld.

A kisérletek igéretes mérfoldkohoz értek. Az egyes platformok (genetika, génprofilirozas, proteomika
¢s metabolomika) segitségével atfedo és etnikailag (a hazai koriilményeket figyelembe véve) homogén
anyagon Uj biomarker jeldlteket fedeztiink fel és tobb esetben ezeket kvalifikaltuk is.

Tovabbi kisérletek célja lehet a tavoli jovoben, hogy egylittesen vizsgaljuk az 0ij paramétereket €s
fliggetlen kohorszokon megvizsgaljuk, hogy a tébb marker tipusbdl allé panel segitségével vajon
hatékonyan (>80% érzékenység, >80% specifikussaggal) Kivalaszthatjuk-e a COPD tlunetmentes
dohanyzd populéciobdl azon veszélyeztetett egyéneket, akiknek varhatéan a jovoben COPD-je fog
kialakulni. A dohanyzasrol torténé komplex leszoktatd programok segitségével, pulmonolédgiai
kovetéssel, a szemlélet atalakitdsaval, a betegek korai kezelésével javithatunk mind az effektiv
kornormalizalt morbiditasi mind a halalozasi statisztikdkon hazankban.
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2.6. CELKITUZESEK

Munkam hosszabb tavu célja az, hogy hipotézis nélkili és hipotézis altal vezérelt biomarker kutatassal
elésegitsem egy 10j laboratériumi diagnosztikdban hasznéalhaté panel felfedezését, kvalifikaciojat és
validacidjat.

l.. COPD-ben szenvedé dohanyos betegek és COPD-ben nem szenved6é dohanyosok szérum protein
konyvtaranak az 0sszehasonlitasa és potencialis biomarkerek azonositasa. Az 0j panelt6l azt varom,
hogy segitsen a COPD korai felismerésében, ezzel segitsen a hatékonyabb kezelésben.

Specifikus kérdéseim:

1. Tartalmaz-e a plazma proteome Uj COPD specifikus biomarkereket?

2. Talalunk-e a plazmaban olyan biomarkereket, amelyek megkiilénboztetik az ,,egészséges”
dohényos és a dohanyos COPD-s beteget — potencidlisan alkalmas a veszélyeztetett
dohanyosok kisz{irésére

3. Alkalmazhaté-e a monoklonalis ellenanyag alap proteomika az Uj markerek felfedezésére
és kvalifikaciojara

Il.: Munkam tovabbi célja, hogy a relative elhanyagolt metabolom biomarker vizsgalatot is
bevezessem a COPD kutatdsban. Els6 1épésben azt vizsgaltuk, hogy a patologias folyamathoz kozeli
helyrél vett bronchoalveolaris lavage folyadékban, mint a betegség ,,direkt lenyomataban” sikerrel
alkalmazhato-e a célzott lipid biomarker kutatas.

Specifikus kérdéseim:
1. Célzott (hipotézis vezérelt) metabolom vizsgélattal taldlunk e lipid mediatorokat, a BAL
folyadékban melyek specifikusak COPD-re.
2. Korrelalnak-e a BAL-ban talalhatd lipid biomarkerek a COPD-re specifikus
légzésfunkcios paraméterekkel?
3. Alkalmazhat6-e a hypotézis vezérelt metabolom kutatds Uj markerek felfedezésére és
kvalifikaciojara COPD-ben?

I11.: Eredményeink generalnak-e specifikus 0j hypotéziseket?

A jelen értekezés a proteomikai és a lipid metabolom vizsgalataval kapcslatos kezdeti eredményeinket
foglalja dssze.
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3. BETEGEK, ANYAGOK, MODSZEREK

3.1 BETEGEK BEVALASZTASANAK ALTALANOS ELVEI

A betegek bevélasztasa a vizsgalatba a debreceni Egyetem, Orvos és Egészségtudomanyi Centrum (DE
OEC) Tiidogyogyaszati klinik4jan tortént. A klinikai protokoll megfelelt az Eurdpai Unio
szabalyozasainak és a DE OEC etikai bizottsaga jovahagyta a 2003-as Pfizer vizsgélati protokollt
(A9001156, etikai engedély szdm 2058-2003 DE OEC), 2003. junius 16-an, és a BioSystems vizsgalati
protokollt (2422-2005 DE OEC) 2005. november 29-an. Valamennyi beteg a vizsgalatra vonatkoz6
részletes betegtdjékoztatdt kapott, és beteg-beleegyez6 nyilatkozatot irt ald, a felvet6d6 kérdéseire
részletesen valaszoltam. Vizsgalatunkba 45 évesnél idésebb a vizsgalat idején is dohanyos férfiakat
valasztottunk, akik tébb mint 5 csomagév dohanyzési anamnézissel birtak. A betegek részletes orvosi
vizsgalaton estek at. Testsuly, testmagassdg merés tortént. A bevélasztott betegek mellkas réntgen
felvételén koros nem volt lathatd, a leadott kopeteik Koch negativak voltak. A vizsgalatbol kizartuk
azokat, akik madartenyésztessel foglalkoztak. Részletes légzésfunkcids vizsgalat, testplethysmogréfia
tortént és ennek alapjan soroltuk be a betegeket GOLD (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung
Disease 2003) protokoll alapjan a COPD megfelel6 stadiumaiba.

A COPD-s beteg csoport a GOLD Il stddiuméba tartozott, 50%<FEV;<80% (100 pg salbutamol
hatasara a reverzibilitas <12%, vagy 200 ml.), a FEV,/FVC<70%. A kontroll csoportba azokat a
betegeket soroltuk, akiknek nem voltak COPD-re jellemz6 Kklinikai tiinetei (visszatérdé kohogeés,
kopetiirités, terhelésre jelentkez6 fulladas) és 1€gzésfunkcios eltérései: FEV,>80%, FEV,/FVC>80%. A
betegek bevélasztési és kizérasi kritériumait a 3.1 tablazat tartalmazza.

A bevont betegektél és a kontrolloktol 2x7 ml vért vettiink a felsé végtag vénaibol, klinikai rutin
szerint, polypropylene csévekbe plazmanyerésre, a csdveket azonnal jégre helyeztiik és 30 percen beliil
lecentrifugéltuk, és a vizsgalatig -80°C-on tartottuk. A betegeknél akkor végeztiik a vérvetelt, amikor a
klinikai allapota, vagy a soron kdvetkezd kontroll miatt orvosi szempontok alapjan indokolt volt a
vérvétel. A betegeket felvilagositottuk a kutatdsunk lényegérdl, a 2 csé véradasaba beleegyeztek, a
betegtajékoztatot elolvastak és a beteg-beleegyez6 nyilatkozatot alairtak.

3.1.1 Légzés funkcids vizsgalatok és reverzibilitasi teszt
A testplethysmografids vizsgalat soran (Piston Body Plethysmography), a nyugalmi vital kapacitast
(inspiratory vital capacity, IVC) FEV;, és a statikus, és dinamikus volumeneket hataroztuk meg az
ATS és az ERS légzésfunkcios protokollja alapjan (169,170). A vizsgéalatot a GOLD protokoll
leirasanak megfelelden végeztiik. A vizsgalatot tobb, de legalabb két alkalommal ismételtiik és az 5%-
0s hibahataron beliili értékeket fogadtuk el. Az Eurdpai Szén és Acéltermelé kozosség altal
meghatérozott referencia értékeket hasznaltuk vizsgélatainkhoz. A betegeket stabil, infekciomentes
allapotban vizsgaltuk, a vizsgalat el6tt 6 oraval nem hasznaltak rovid hatast f-agonista szert, vizsgalat
elétt 12 oraval nem hasznaltak hosszi hatasu béta agonista szert, vizsgalat el6tt 24 o6raval nem
hasznéaltak retard theophyllin készitményt (lasd 3.1 tablazat beteg bevalasztasi és Kizarasi kritériumok).
A részletes légzésfunkcids vizsgalat alapjan soroltuk be a betegeket GOLD 2003-as protokoll alapjan a
COPD megfelelé stadiumaiba. A GOLD stadium beosztisa, — a beteg légzésfunkcids értékeinek
referencia értékekhez vald szazalékos aranya alapjan torténd besoroldsa — az |-V stadiumig 2011.
decemberéig azonos maradt a GOLD ajanlas évente levé megujulésai alatt. A kontroll csoportba azokat
a betegeket soroltuk, akiknek nem voltak COPD-re jellemzé klinikai tiinetei (visszatérd kohogés,
kopetiirités, terhelésre jelentkez6 fulladas) és 1égzésfunkceios eltérései, FEV;,>80%, FEV1/FVC>80%. A
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légzésfunkcios vizsgalat soran, ha a betegnél obstruktiv ventillacids zavart talaltunk, akkor 400 pg
salbutamolt inhal@ltattunk vele és 15 perc mulva megismételtiik a légzésfunkcios vizsgélatot, ha a
reverzibilitds <12%, vagy 200 ml volt, akkor tekintettilk a beteget COPD-snek és megallapitottuk,
hogy a léguti obstrukcidja irreverzibilis, vagy csak részlegesen reverzibilis.

3.1.2 Bronchoalveolaris lavage (BAL)

Azokndl a betegeknel, akiknél klinikai szempontok alapjan indikalt volt bronchofiberoscopiat és
bronchoalveolaris mosast végezni azokat vontuk be a vizsgalatba. A bronchoscopiéat altalaban trachea
dyskinézis, és tiidétumor kizarasa illetve bronchus véaladék nyerésére végeztiikk. A bronchoalveolaris
mosas indikacidja baktériumtenyésztés, illetve citologiai vizsgalathoz torténd mintavétel volt. A felsd
légutakat 2%-o0s lidocain sprayvel érzéstelenitettlik. A bronchofiberoscopiat szokasos mddon végeztilk,
a bronchoscopot a jobb kozépsélebenybe vezettiikk és bronchoalveoldris mosast végeztiink 6x50 ml
fiziologids konyhasooldattal. A bronchofiberoscopiét és a BAL-t az Europai TiidégyOgyasz Tarsasag
(ERS European Respiratory Society) ajanlésa alapjan végeztik el (171). A klinikai, diagnosztikai
vizsgalatra nem keriilé folyadékot hasznaltuk a kisérleteinkhez.

COPD Kontroll
Bevalasztasi 50 % < FEV; < 80 % FEV. > 80%
kritériumok FEV/FVC< 70% FEV./FVC> 80%
Reverzibilitas < 12%,
vagy 200 ml

Az elmdlt 3 hénapban nem volt
akut exacerbacio

45 évesnél iddsebb kaukazusi férfi
Jelenleg is dohanyzik, legalabb 5 csomagév dohanyzasi szokas
A reggeli vérvételt megel6z6 éjszaka nem fogyasztott, ételt, és alkoholt
Kizarasi IgE >120 U/ml
kritériumok a-1 atripszin hiany
Ismert asthma, atopids megbetegedés és ekzema
HIV, hepatitis B és C pozitivitas
Gyermekkori tiidébetegségek, cystas fibrozis, bronchiectasia,
TBC, foglalkozési betegségek
Mas gyulladasos megbetegedés, autoimmun, kdtdszoveti betegségek,
degenerativ izileti betegségek, gyulladasos bélbetegségek, psoriasis stb.
Léguti gyulladas az elmalt 3 honapban
Az elmult 3 honapban, gyogyszerkiprobalasban vald részvétel
Influenza és Str. pneumoniae elleni véddoltas az elmult 2 hétben
Inhalacios, szisztémas, lokalis és orr sprayben alkalmazott corticosteroid,
immunszuppressziv kezelés az elmalt 3 honapban
Kromoglikat, leukotrén antagonista kezelés az elmult 8 hétben
Antibiotikus kezelés az elmdlt hénapban
-2 agonista, anticholinerg, theophyllin kezelés az elmult héten

3.1. tablazat: 4 vizsgadlatba torténd beteg bevalasztas és kizards kritériumai.
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3.2 MODSZEREK:
A BIOMARKEREK FELFEDEZESE ES KVALIFIKALASA

COPD-re specifikus monoklonalis antitest kdnyvtéarat allitottunk elé nascens (hibridoma feliiliszo
formaban) monoklonalis ellenanyag proteomika elvei szerint és a megszokott protokollt kbvetve. Ezzel
egy lépésben kandidatus biomarkereket fedeztlink fel és meginditottuk a kvalifikéacié folyamatat is. A
vizsgalat semas tervét a 3.2 abran mutatom be (172).

Hybridoma Individudlis
Plazma ) technoldgia ELISA teszt,
el s Antigén protein
gyujees preparatum identifikalds,
LC/MC Sziirés adat elemzés

mAb
tovabbi
elemzése

Elsédleges
mAb
vélogatas

COPD és

Kontroll Kromatografia Egéroltas

Jol COPD-re Mab panel
karakterizalt specifikus preparalas, Lehetséges
Klinikai beteg fephérjék virtudlisan ELISA biomarkerek

anva minden plazma
veg disitasa protin
ellen

azonositasa

3.2. dbra: Sematikus &bra a monoklonalis antitest altal medialt biomarker azonositas és validalas folyamatara.

3.2.1 A mintak el6készitése az antigén preparatum készitéséhez
Elészor Agilent MAR6 (Thomas Scientific, Swedesboro N.J.) oszlopot hasznaltunk a gyartd altal javasolt
technika felhasznaldsaval, azért hogy a plazmaban taldlhatd hat leggyakoribb plazma proteint eltavolitsuk. A
kovetkezd 1épésben a polyclonalis, affinitds kromatografids oszlop segitségével, amely a plazmafehérje
koncentracié dinamikus tartomany tovabbi csokkentéséhez jarult hozza, és a COPD-re specifikus fehérjék
dusitasa tortént. (172).

3.2.2 Monoklonalis antitest eloallitas
Immunizalasra és monoklonalis antitest el6allitasra Harlow (173) protokolljat hasznaltuk, Bristol
moédositasaval (174). Az immunizalt néstény Balb/c egerek 1épsejtjeit polyethylenglikoll segitségével
szomatikus hiridizacié soran fuzionaltattuk Sp2/Ag0 myeloma sejtekkel a szokvanyos protokollt
kovetve (134). Antitesttermelé klonokat Hypoxantin, Aminopterin, Thymidine, (HAT) médium
segitségével valasztottuk ki és az antitesttermel6ket tenyésztettiik tovabb.

3.2.3 Hybridoma fellilszék sziirése, a
COPD-re specifikus monklonalis IgG eléallitasa és kvalifikalasa
A nascens hibridoma felllUszokat a 3.3.4bran bemutatott ,,capture” ELISA elv alapjan szlrtik, a
COPD-re specifikus jelet ado klonokat kivalsztottuk klonozasra és IgG termelésre. A klénozas a mar
kordbban leirt médon tortént (134). Az IgG-t is standard protokollokat kdvetve ascitesbél allitottunk
eld.

Hibridoma sziirés és tovabbi kvalifikcios mérések: A hibridoma feliiliszokban jelenlevé minimalis
mennyiségl IgG-t (~1-20 ng/vizsgélat) anti-egér 1gG-vel (kecskébdl szarmazd, gamma lanc specifikus
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ellenanyag) kotottik meg. A mikro-nyilasokat ezutan a betegekbdl illetve ezzel parallel a kontroll
csoportbol szarmazo kevert (poolozott) plazma mintakkal inkubaltuk, a mintakbol torténd nagy
mennyiségli fehérjék eltavolitasa és biotindlas utdn. A reakcid avidin peroxidaz complexekkel, a
peroxidaz enzim aktivitas kvantitativ mérésével (kinetikus vizsgalat) hivtuk el6. Azokat a hibriddmakat
valasztottuk ki, melyek feliilluszojaban levé IgG >1,5-szeres eltérést mutatott. A modszer részleteit
kozoltuk (172). Tovabbi vizsgalatokat, melyeket az un. gétlasi assay-vel hajtottunk végre, egyeéni
plazmamintakon végeztiik, ahol nem biotinalt depletalt plazma gatlé hatasat mértik. A kompetitiv
gatlas a kontrol plazmabo6l szarmazd biotinalt ,,jelz6” és a vizsgalt plazma minta fehérjéi kozott tortént.
A mérés elvét a 3.4. abran mutatom be. A biomarker relativ koncentracidjanak novekedésével a gatlas
novekszik.

+ HRP — strepatavidin

Biotynilalt szérum

Hybridoma
Y,—— felliluszo
Y_ Anti-egér IgG

3.3 abra: Nascens monoklonalis ellenanyag konyvtar sziirési elve (,,capture” assay). A hibridoma feliiliszokban
jelenlévdé minimalis mennyiségli (~1-20 ng/vizsgalat) gamma lanc specifikus anti-egér 1gG-t kotottink meg. A
mikro-nyilasokat ezutan a betegekbdl illetve ezzel parallel a kontroll csoportbdl szarmazé kevert (poolozott)
plazmamintdkkal inkubaltuk, a mintdkbol torténd nagy mennyiségli fehérjék eltavolitasa és a biotinalas utan.
Azokat a hibridomakat valasztottuk ki, melyek felilluszojaban levd IgG >1.25 szeres jel (peroxidaz aktivitas)
eltérést mutatott. A kivalasztott hibridomékat megklonoztuk, és a bel6likk szarmazo IgG-vel az 3.4 &bréan lathato
séma szerint egyéni plazmamintakon is végeztiink méréseket (nem kdzolt adatok).

+ HRP — streptavidin
@ Kompetald fehérje
@® Biotinalt “jelzé”

' Monoklonélis
waea il
Cntrl Disease \( \(— Anti egér 1gG

3.4. abra: A kompeticion alapulo mérés. A mérés soran a korabbi sziirési lépésben kivdlasziott, kidnozott és
tisztan eldallitott monoklondlis ellenanyagot haszndltuk. Az tiszta ellenanyagot anti-egér 1gG-vel kétottik, majd a
mérendd abundans fehérjementes plazma mintakat Gsszekevertiik a biotinalt |, jelzével” amit normal plazma
mintabdl preparaltunk. A gatlast a maximalis szigndl (gatloszer nélkiili jel) %-aban fejeztik ki.

% gatlas

3.2.4. Fehérje identifikacié LC-MS/MS hasznéalataval
A sziirés ¢és a tovabbi kvalifikacié utan azokat az ellenanyagokat, melyek biomarker aktivitast mutattak
tovabbi vizsgélatoknak vetettiik ald. Az ellenyanagok altal felismert vérfehérjéket tomegspektrometrias
méréssel azonositottuk a mérés elve LC-MS/MS volt.
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3.3 MODSZEREK: A LIPID METABOLIT ASSAY

A lipid metabolit assay kisérleti tervét a 3.5 dbra mutatja.

Kontroll

Torzsoldattal
kalibralas

3.3 dbra: Sémas rajz a lipid metabolit kisérletekhez.

3.3.1. A BAL folyadék elokészitése
A BAL mintdkat 1:1 ardnyban ethyl-acetattal (EE) extrahdltuk. Az EE extractumot vakummal
beszéritottuk (Eppendorf concentrator 5301, Eppendorf, Germany) 30°C-on. A beszaritott anyagot 100
ul etanolban feloldottuk, lecentrifugaltuk és a feliiliszot ismételten, és az elézével azonos modon
beszéritottuk. A beszéritott anyagot 60 ul etanolban, feloldottuk, és 6 ul izotép keveréket adtunk hozza
(izotdp keverék: dg-15-HETE és ds-PgD,), és ebbél 10 ul azonnal HPLC-MS analizéltunk.

3.3.2. Lipid HPLC-MS
A HPLC-MS analizist a Waters 2695X HPLC (Waters, Budapest, Hungary) szeparaciés maédban
alkalmaztuk, mint ezt méar munkacsoportunk korabban kdzolte (175).

3.3.3. A lipidek azonositasa
Lipid standard torzsoldatokat kereskedelemben véasarolhaté standard oldatokbol készitettiik, 15-HETE,
dX-15-HETE, dX-PgD, and PgD, (Cayman chemicals Co., Ann Arbor, USA) és az EPA (Larodan
Fine chemicals AB Malmo, Sweden) termékét hasznaltuk, Ugy hogy az oldat végsé koncentracidja
1000 ng/ml volt. A torzsoldatokat sététben -80°C-on taroltuk. Tobbszérds kalibraciot hasznéltunk a
befecskendezése mellett, 1 ul injektalva. A mérés érzékenysége 5 ng/ml volt 15-HETE és EPA esetén
és 10 ng/ml volt PgD, esetén, a lineéris regresszios koefficiens nagyobb volt, mint 0,99.
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4. EREDMENYEK
4.1. MONOKLONALIS ANTITEST GENERALAS

4.1.1. Klinikai adatok a monoklondlis antitest generalasban részt vett betegekrol

Két, tisztan klinikailag megkiilonbozethetd betegesoport plazmajat hasznaltunk a biomarker
vizsgalatainkhoz. Dohanyos férfiak vettek részt a vizsgalatainkban. Harminc beteg a GOLD alapjan a
COPD I stddiuméba tartozott, és masik harminc dohanyos férfi, képezte a kontroll csoportot, akik
dohanyzasi szokasaikat, és életkorukat illetéen egyeztek a COPD-s populécidval. A kontroll csoportnak
COPD Kklinikai tunetei nem voltak, l1égzésfunkcios vizsgalat soran élettani értékeket talaltunk és nem
talaltunk obstruktiv ventillacids zavarra utalo eltérést. (4.1. tblazat). A COPD diagnoézisa alapvetéen
klinikai alapokon nyugszik, a diagndzis kimondasanak az alapja a jellegzetes klinikai tlinetek alakulasa,
(kbhogés, kopetirités, nehézlégzés), amely tinetek megléte mellett légzésfunkcids vizsgalattal
obstruktiv ventilacios zavar észlelhetd. A diagnoézis kimondasahoz elengedhetetlen az irreverzibilis
vagy csak részlegesen reverzibilis FEV; csokkenés kimutatdsa, ugy hogy emellett FEV,/FVC érték
70% alatt marad, a bronchodilatacios kezelés utan is. Ezért olyan betegeket vélasztottunk a
vizsgalatunkba, akiknek a betegsége mar jél karakterizalhato, és varhatdan a kozeljovOben progredialni
fog, és allapotuk még nem végstadiumi (4.1 a, 4.1b és 4.2 tablazat). A betegek a GOLD protokoll
alapjan a COPD II. stadiumaba tartoztak. Az utdbbi években a GOLD protokoll sokat valtozott, ennek
ellenére a stadium beosztas az elmult kb. 10 évben valtozatlan maradt, 2011. decemberében, pedig
alapjaiban megvaltozott. A betegek és a kontrollok életkora, korabbi dohanyzési anamnézise (PPY), és
testtdmeg indexe j6 korrelaciét mutat egymassal, alahlzva azt, hogy a két csoport klinikai adatai is
osszehasonlithatéak, igy varhatéan a molekularis paramétereik is 0Osszehasonlithatdak lesznek.
Statisztikailag szignifikans kulonbséget taldltunk a FEV;, a FEV/FVC az IVC, az RV emelkedés és
Raw értékben a két csoport kozott. Ezeket a klinikailag mérhetd, betegség-specifikus paramétereket
kivanjuk kiegésziteni még érzékenyebb biomarkerek felfedezésével, amelyek a kés6bbieckben még
érzékenyebb és még specifikusabb Klinikai laboratériumi tesztek alapjaul szolgalhatnak, amelyek a
betegség korai felismerésében, diagnosztikajaban, kbvetésében és kezelésében is szerepet jatszhatnak.

4.1.2. A COPD-re jellemzo specifikus biomarker jelolt
monoklonalis ellenanyagok és fehérjék.
A teljes monoklonalis antitest alapi biomarker generdlasunk sematikus folyamatat a 3.2 abran
tiintettem fel. Az elsé 6t kontrollnak és az els6 6t COPD-ben szenvedd betegnek a plazma keverékét
hasznaltuk immunogénként. A betegek és a kontroll csoport legfontosabb 1égzésfunkcids paramétereit
és a dohanyzasi szokasait, valamint a testtdmegindexre vonatkoz6 adatokat a 4.2-es tablazat mutatja.
Jol lathatd, hogy statisztikailag szignifikans kulonbségek lathaték a monoklonélis antitest generalashoz
¢és az elsd, legkritikusabb sziirési 1épéshez (amit a 3.3 &bran bemutatott modszerrel végeztiink)
felhasznalt COPD-ben szenved6 betegek és a kontroll egyének paramétereiben. A két csoport életkor,
dohanyzasi szokasait és testtomeg indexét tekintve nem mutat kiilonbséget. Mindez kiemelked6en
fontos, mert a nascens monoklonalis ellenanyag kdnyvtarbol a két plazmakeverék (COPD és kontrol)
dsszehasonlito sziirésével, amit a 3.4 4brén bemutatott ,,capture” elv alapjan hajtottunk végre, ennek az
elvnek a figyelemve vételével valasztottuk ki azokat a hibrodomékat, melyeket a tovabbi lépésekben
egyedi plazma mintdk segitségével vizsgéltunk; a 3.4 abran bemutatott géatlasi elv szerint.
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4.1.2.1 Az immunogén el6allitashoz és az elsé ellenanyag sziirési lépéshez felhasznalt COPD-s
betegek és kontrollok plazma proteomja

Elészor a 6 leggyakoribb plazma proteint eltavolitottuk a plazma keverékekbdl affinitas
kromatografidval. Ez a modszer 0Osszességében korllbelul 10-szeresére dusitotta a biomarker
profilirozas szempontjabdl fontos fehérjéket (4.3.kép, 2 sor). A masodik Iépésben a kromatografias
oszlopra norméal huméan plazma ellenes poliklondlis ellenanyagot rogzitettiink, és ezen az oszlopon
aramlott at az els6 1épésben depletalt plazma, azért hogy a COPD-s markereket dusitsuk és csokkentsik
a dinamikus tartomanyt (normalizacio) az atfolyd mintaban (4.3.kép, 3 sor). Ezt, a masodik oszlopon az
ataramlott proteint hasznaltuk immunizalasra. A masodik affinitds kromatografianak az volt a célja,
hogy dusitsuk a betegség specifikus fehérjéket és csokkentsik a dinamikus tartomanyt. A fehérjék
oszloprol torténd kimosasat natrium dodecil-szulfat poliakrilamid gél elektroforézissel (SDS-PAGE)
végeztik, 4.3 kép) és LC/MS-val (4.4 és 4.5 tablazat) ellendriztiik az eredményességeét.

A monoklonalis antitest generalasban részt vett,
aktivan dohanyz6 COPD-s férfi betegeink antopometriai adatai
. . . COPD tipusai a
Kod Eletkor | BMI Foglalkozas PPY L, .,
g klinikai és LF adatok alapjan
COPD 1 59 27,72 miszaki vezet6 37,5 Krénikus bronchitis
COPD 2 46 21,56 segéd-munkas 18,75 Emfizéma
COPD 3 57 35,86 lakatos 39 Emfizéma
COPD 4 71 24,98 tanité 28 Emfizéma
COPD 5 60 31,92 lakatos 30 Emfizéma
COPD 6 67 27,04 munkagép-vezetd 82,5 Krénikus bronchitis / Emfizéma
COPD 7 55 20,72 Viz-gazszereld 64,5 Emfizéma
COPD 8 65 26,47 luzemvezetd 20 Emfizéma
COPD 9 53 26,47 nyomdasz 15 Kroénikus bronchitis / Emfizéma
COPD 10 66 21,55 segédmunkas 45 Krénikus bronchitis
COPD 11 54 32,65 mez8-gazdasz 18 Emfizéma
COPD 12 54 23,24 technikus 35 Kronikus bronchitis
COPD 13 55 27,38 grafikus 70 Krénikus bronchitis
COPD 14 55 20,96 sofér 32 Kroénikus bronchitis
COPD 15 50 16,53 parkettas 22,5 Emfizéma
COPD 16 52 21,55 technikus 30 Emfizéma
COPD 17 56 26,70 mentés 30 Kronikus bronchitis / Emfizéma
COPD 18 52 24,16 asztalos 20 Kronikus bronchitis / Emfizéma
COPD 19 70 31,22 raktaros 55 Emfizéma
COPD 20 53 29,05 betanitott munkas 15 Emfizéma
COPD 21 70 24,68 tanar 37,5 Kronikus bronchitis
COPD 22 62 25,06 mérnok 15 Emfizéma
COPD 23 58 26,58 technikus 10 Emfizéma
COPD 24 66 25,59 csbszereld 18 Emfizéma

4.1a. tablazat: A monoklonalis antitest generalasban részt vett COPD-s betegek antropometriai adatai.
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A monoklonalis antitest generalasban részt vett,

aktivan dohanyzd kontroll férfi antropometriai betegeink adatai
Kéd Eletkor | BMI Foglalkozas PPY
KONTROL 1 45 33,57 beteghordo 37,5
KONTROLL2 49 34,72 villanyszereld 18,75
KONTROLL3 52 0,00 bankigazgatd 375
KONTROLLA4 57 24,21 lizemvezetd 30
KONTROLL5 48 24,07 taxis 38
KONTROLLS6 73 25,56 kereskedd 30
KONTROLL7 61 26,45 Vviz-gaz szerel 21
KONTROLLS 73 28,04 katona 39
KONTROLL9 49 27,73 villany-szereld 15
KONTROLL10 7 0,00 tanar 21
KONTROLL11 48 24,07 épitész 25
KONTROLL12 47 31,35 portas 36
KONTROLL13 57 30,11 divattervez6 61,5
KONTROLL14 61 21,30 testneveld tanar 23
KONTROLL15 49 28,40 testneveld tanar 20
KONTROLL16 53 30,07 novér 23
KONTROLL17 50 24,21 technikus 30
KONTROLL18 49 21,04 technikus 34
KONTROLL19 47 29,22 mozdonyvezetd 22,5
KONTROLL20 65 25,86 gépkocsi-vezetd 33,75
KONTROLL21 45 34,48 taxis 30
KONTROLL22 45 28,04 szakacs 35
KONTROLL23 48 31,80 lakatos 34,5
KONTROLL24 45 23,95 mérnék 28
KONTROLL25 51 30,10 portas 23,25

4.1b. tablazat: A monoklonalis antitest generalasban részt vett dohanyos egészséges egyének (kontrollok)
antropometriai adatai.

Az immunogén és az elsd sziirési 1épésben felhasznalt plazma proteom keverék mindségét, shotgun
tomegspetrometrids modszerrel ellendriztiik. Megvizsgaltuk, hogy a MAR és a poliklonalis (anti human
szérum) oszloppal torténd deplécid és a normalizacié utan hany kiilonb6zo fehérjét tudunk azonositani.
Az eredményeket a 4.5 tablazat mutatja. Célunk itt az volt, hogy meggy6z6djiik arrdl, hogy az abudans
fehérjék eltavolitdsa és a normalizalasi lépés hatdsa érvényesiil-e abban, hogy a shotgun
tdmegspektrometrids analizissel detektalhato fehérjék szdma né. Fontos volt azt is tudni, hogy a
szlirésre alkalmazott két minta vajon hasonlo-e ebbél a szempontbol. A 4.5 tablazat mutatja, hogy

mindkét minta, hasonléan nagyszamu, 100 folétti, fehérje foltot eredményezett.

Osszehasonlitasképpen megjegyzendd, hogy teljes plazmiban a nagy mennyiségii fehérjek jelenléte
miatt ,,csak” kb. 40 fehérje detektalhatdo, mig a nagy mennyiségii fehérjék eltavolitasa utan a
detektalhato fehérjék szama 46. Mindebbdl jol latszik, hogy a poliklonélis (anti-human szérum)
oszloppal torténd normalizalds hatékonyabban emeli a detektalhaté fehérjék szamat, mint az ezt
megel6z6 1épés. Az egyes [épéseket kovetden, megvizsgaltuk hogy néhany abundans fehérje
detektalhato-e. Az eredmények alapjan a mintakat kielégitd mindséglinek itéltiik meg, mert az
abundans fehérjék kozil, pl. az albumin nem volt detektalhatd néhany fehérjét 1-2 peptid képviselt, ami
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alacsony reprezentacionak felel meg. A deplécios/normalizacidés preparatum eldallitas modszerét
tobbszdr megismételtik, a modszer hatékonysaganak illusztralaséra egy tipikus kisérletet mutatunk be

a 4.5. tablazatban.

COPD Kontroll p<0.01
Eletkor 58.8 + 6.98 53.76 +9.47 0.049
Csomagév (PPY) 32.84 +18.85 29.89 +9.65 0.49
Testtomegindex (BMI) 25.81 £4.35 25.53 £ 8.57 0.88
FEV, 60.66 + 7,96 102.55 +9.71 2.76x10%
FEV./FVC 59.42 + 5.42 86.01 + 4.66 3.79x102%
IVC 3.63+0.59 455+ 0.69 8.57x10°
RV % 190.66 + 47.99 126.66 + 26.87  |5.32x107
RV - RV s 2.11+1.10 0.55 + 0.59 1.36 x10°'
Raw 0.29 +0.16 0.16 + 0.03 0.00639

4.2. tablazat: Statisztikailag szignifikans kilénbségek lathatok a monoklonalis antitest generalashoz felhasznalt
COPD-ben szenvedo betegek és a kontroll egyének légzésfunkcios paramétereiben, mind a dinamikus, mind a
statikus paramétereket illetéen. A két csoport életkor, doh&nyzasi szokasait és testtdmeg indexét tekintve nem
mutat killénbséget

4. 3. kép: A hat legjellemz6bb protein eltavolitdsa affinitds kromatogrdfiaval/SDS PAGE-sel.
Sorok: 1. standard (250, 148, 98, 64, 50, 36, 22, 16, 6 KD);1. plazma minta; 2. plazma Agilent oszlop
kromatogréfia utan, 3. Agilent oszlop kromatogréfiaval és poliklondlis oszloppal kimeritett plazma minta

Minta Proteinek szama
Kontroll 116
COPD 138

4.4 tablazat: COPD-re és a kontrollokra jellemzd specifikus fehérjék szama, MAR oszloppal és poliklondlis
antitest kimeritéssel azonositva.
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4.1.3 Monoklonalis antitest eloallitas
Ezt koveten a kontrollok és a COPD-ben szenvedd betegek plazma proteinjébdl késziilt immunogén
keveréket BALB/c egeérbe injekcidztuk. Négy egér 1épét (2-2 kontroll és COPD-ben szenvedd beteg
plazmajabdl eldallitott proteinnel immunizalt allat) hasznaltuk hybridoma készitéséhez, a szokasos sejt
flzios technikat alkalmaztunk. A Osszesen 3500 hybridoma feliilisz6t generaltunk, és ELISA-val
sziirtiink a 3.2, 3.3, 3.4. abran bemutatott médon (176).

Proteinek szama Major proteinek
Teljes plazma (Sigma) 40 valamennyi lathat6
. S, » 2 peptid traszferrinbol
Agilent affinitds chtomatografidval - —
g nitas ¢ alogratiava 46 1 peptide haptoglobinbdl

eltavolitott

1 peptid 1gG-bél

Egyik sema 6 (HSA, IgG,
82 IgA, transferrin, haptoglobin,
antitripsin

POROS protein G és poliklonalis
oszloppal eltavolitott

4.5, tablazat: A fehérjék szama és a major proteinek, (amelyeket Agilent MAR-6 oszloppal eltavolitottuk Albumin
(HSA), traszferrin, fibrinogen, haptoglobin, 1gG, IgA, antitrypsin, ol antichymotripsin, «-1-acidikus
glikoprotein) amelyket liquid chromatografiaval/ és tdémegspectroszkopiaval azonositottak a teljes plazmabdl, és
MAR oszlopon kiliritett plazma és poliklondlis antitesttel kimeritett plazma. A tdblazat egy tipikus deplécios
kisérletet mutat, ahol shotgun tomegspektrometrids méréssel vizsgaltuk az egyes deplécios illetéleg normalizdcios
lépések hatékonysagéat a tomegspektrométerrel detektdlhato fehérjék szamat illetéen és a detektalhaté abundans
proteinek minoséget illetéen. A tablazat jol mutatja, hogy a tomegspektrométer lényegesen tobb fehérjét ismer fel
a depletalast kéveté normalizacio utan, mint eldtte.

4.1.4. Monoklondlis antitestek sziirése

Az ellenanyag konyvtarban a ,,nascens” hibridomak kozott jelentés szdmban van olyan, ami IgM-et
termel (kb. 30%) és olyan is, ami kevert, 2-3 Kklont tartalmaz. Az IgM ellenanyagot tartalmazo
felulUszokat nem kivantuk hasznalni, mert altaldban alacsony affinitasiak és nem hasznalhaték jol
diagnosztikumként. Egyes felullszok alacsony <50 ng/ml IgG-t tartalmaznak (20-30 %).
Gyakorlatunkban ezek a szupernatansok nem mutatkoztak hasznalhaténak, mert a kl6nozas alatt a
sejtvonal stabilizalodasa gyakran vezet az ellenanyag elvesztéséhez. A fenti okok miatt elsé 1épésben
kvantitativ 1gG szint mérést végeztink és kivalasztottuk azokat a szupernatansokat, melyek tébb mint
50 ng/ml 1gG-t tartalmaztak. Az els6 biomarker felfedezést célzé 1épést is az >50 ng/ml 1gG tartalmu
feliiluszokon végeztik. Az elsd 1épésben 30 COPD-s és 30 kontroll plazméajat kevertik ossze. A
plazmakeverékbdl eltavolitottunk 7 abundans plazmafehérjét (Agilent oszlop) a mar leirt modszerrel. A
maradék fehérjekeveréket NHS biotin észterképz6 reagenssel biotinaltuk. A sziirés elvét a 3.3 &bran
mutattam be. A kivalasztas feltétele az volt, hogy a kotddési kiilonbség nagyobb legyen, mint 25% az
egészséges kontroll és a COPD-ben szenvedd beteg kozott (barmelyik iranyu eltérés elfogadhato volt).
Els6 1épésként 250 biomarker monoklondlis ellenanyag jeldltet talaltunk. Az ellenanyag jelOlteket a 3.4
abran bemutatott elv alapjan sziirtiik tovabb kompetitiv gatlasi assay-vel egyedi (nem kevert) plazma
mintakon. A sziirés elinditasakor a kandidatus nascens ellenanyagokkal higitasi kisérleteket végeztiink,
azaz meghataroztuk azt a plazmahigitast, amivel a legnagyobb eltérést tudtuk detektalni. Ez altalaban
klononként eltéré volt. Ugyanakkor, sok esetben a higitasi kisérlet segitségével a COPD ¢s kontroll
kozotti eltérés detektalasanak hihet6sége is er6sodott, egy ilyen példat mutat a 4.6 D és 4.7 &bra.

A sziirés soran pozitivnak mutatkozo hibridomakat a monoklonalitas biztositasara megklonoztuk (4.6
A-C abra). A kl6nozas soran a bemutatott négy legjobb biomarker jel6lt esetén a 4.6. A abran
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4.6. abra: A-C ELISA assay eredmény a hybridoma fel{iliszé subclonjaibol. D: Kompetitiv gatlasi assay-vel
eredménye az egyes plazma mintakon

bemutatott subclonokat kivéve (4.6. B-D) homogén eredményét kaptunk, azaz a subklénok altal termelt
hibriddma fellilisz6 azonos vagy legalabb is elfogadhatéan hasonlé eredményt mutatott az eredeti,
nascens konyvtar felullszéjahoz. A 4.6 A abran bemutatott 1-es nascens klon szubkl6njai ugyan
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hasonlé iranyt, de eltéré mértékii reakciot mutattak. Itt a legjobb (C4-es) szubklont valasztottuk Ki
tovabbi ellenanyag termelésre.

Preferencia: COPD
Gatlasi assay, a plazma protein koncentracio
40,00 mg/ml tisztitott biotinilalt COPD-s plazma proteinnel

Clone #1

i

Statisztika: Mann-Whitney teszt :l
P<0,0001 e
] COPD | Kontroll g il
Atlag 63,52 44,93 :s; sl ’
St. Dev 16,15 8,4 4 1
0 4 I
Preferencia: Kontroll = EDHE #2
Gatlasi assay, a plazma protein koncentréacio
8,00 mg/ml tisztitott biotinilalt kontroll 120 +
plazma proteinnel prinie
Statisztika: Mann-Whitney teszt |
P<0,0001 0l ——
COPD | KONTROLL '§ s
Atlag 45,65 89,57 2 =
St. Dev 9,47 8,93 Y e
e ¥
o0l

. Clone #3
Preferencia: Kontroll

Gatlasi assay, a plazma protein koncentracio
8,00 mg/ml tisztitott biotinilalt kontroll
plazma proteinnel

s E

Statisztika: Mann-Whitney teszt s
P<0,0001 24 I

COPD | KONTROLL 0 e
Atlag 36,22 56,75 o I —
St. Dev 8,42 11,24 o

=

4.7 abra: Reprezentativ biomarker sziirési eredmények egyéni gatlasi assay segitségével, amely statisztikailag
szignifikans eredményt ad a COPD-s betegek és a kontroll egyének plazméja koz6tt (Mann-Whitney teszt,
p<0,0001)

A kompetitiv gétlasi modszer alkalmazésa az egyedi mintdkra azért tortént, mert az abundans

fehérjéket eltdvolitd modszer egyrészt koltséges, masrészt pedig nehezen reprodukélhato. A kompetitiv
gatlasi modszer nem igényel minta el6készitést, igy a klinikai gyakorlatban rutinszertien hasznalt
anticoagulanssal torténd vérvételbol szarmazo mintakat tudtuk hasznalni.
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A sziirés 10 klonozott hibridomat eredményezett, a kivalasztott hibridekkel nagyobb mennyiségii
monoklonalis ellenanyagot allitottunk el6, és a tisztitott ellenanyagokat teszteltiik tovabb. A 4.7-es
adbran mutatom be. Négy példa a 10-b6l. Jol lathatd, hogy a tisztitott ellenanyagok biomarker
tulajdonsagot mutatnak. Erdekes, hogy a bemutatott és a detektalt biomarkerek tobbségének a gatlasi
assay alapjan detektalt szintje az els6 klon kivételével a kontrollokban magasabb (normal preferencia).
A vizsgélatokat tobbszor elvégeztiik a szignifikancia szintjét a Mann-Whitney, ,,non-parametrikus”
teszttel hataroztuk meg. Erre azért volt sziikség, mert elzetes analizis soran kideriilt, hogy a mért
eloszlas nem koveti a normal eloszlast (138).

A vizsgalat kovetkezd 1épése az ellenanyag biomarker kandidatusok altal felismert specifikus antigének
identifikécidja és jellemzése. Ezen eredmények rendelkezésiinkre allnak, de a Biosystems International
titkos szellemi termékeinek egy részét alkotjak, igy disszertaciomban ezt nem tudom szerepeltetni.
Roéviden annyit szeretnék megjegyezni, hogy az egyik marker a C3 fehérje, amirdl mar kimutattak,
hogy kapcsolt a COPD-vel doh&nyosokban. Meg kell, jegyezzem azt is, hogy a méar kdzélt kutatisok
Ota kapott Ujabb eredmények szerint az itt bemutatott protein biomarker detektalas alkalmazhato
klinikai ~ szinten is a Randox Ltd. Altal forgalmazott  biocsip  technolégiaval
(http://www.randox.com/quantiplasma-array.php). A biocsipeken a Biosystems International altal el6éllitott
QuantiPlasma monoklonalis ellenanyag konyvtar kertl forgalmazéasra. Az ellenanyag konyvtar
fejlesztésének és hasznalatanak technoldgidja az itt is bemutatott eredményekre is épiil.

4.2 LIPID METBOLIT VIZSGALAT EREDMENYEI
4.2.1 BETEGEK ADATAI LIPID METBOLIT VIZSGALATBAN

A betegcsoport kivalasztasanal alapvetd fontossagii volt, hogy a legrészletesebb 1égzésfunkcios
vizsgalat torténjen, igy a kdvetkez6 paramétereket hasznaltuk az analizisiinkhdz, a FEV,, a PEF (peak
expiratory flow) és a TLC (total lung capacity) értéket hasonlitottuk 6ssze a referencia értékekkel. A
vizsgalt személyeket (COPD-s beteg, és nem COPD-s dohényzo egyén) klinikai tuneteik és
légzésfunkcios eredményeik alapjan valasztottuk be a COPD-s és kontroll csoportba. A vizsgalatba
bevélasztott betegek és kontroll egyének tisztan két csoportra oszlanak, COPD-ben szenved6 és COPD-
ben nem szenvedé dohanyos egyének csoportjara. A zavard hatasok kikuszobolésére, csak férfiakat
valasztottunk be a vizsgalatba. Kdzismert ugyanis, hogy a légzésfunkcids vizsgéalatok eredményeit a
nem nagymértékben befolyésolja, ugyanis a nék hajlamosabbak a légzésfunkcid vesztésre, mint a
férfiak. Szignifikans eltérés lathatd a két csoport FEVi, FEV./FVC, és IVC értékeiben (4.8. 4.9.
tablazat). A statisztikai analizist student T teszttel végeztuk.

4.2.2. A BAL-ban mérheté lipid metabolitok
Az elso elképzelés az volt, hogy Osszefiiggést talaljunk a 1€gzésfunkcids eltérések €s a lipid metabolitok
BAL-ban mérhetd szintje (koncentracioja) kozott. Ez a probalkozas sikertelen volt, mert a COPD-t jol
jellemzé FEV;, FEV1,% és a COPD-re nem jellemzé PEF értékkel nem kaptunk korrelaciot. Az
emfizéma mértékére jellemzé TLC értékekre viszont kaptunk Osszefiiggést. A BAL folyadékban levo
lipid metabolit koncentraciék tehat nem mutattak COPD specificitast. (4.12 tablazat, és PgD,-ra
vonatkozoban a 4.13-4.15 &bra). Megfigyeléseink felvetettek egy hipotetikus modellt a BAL folyadék
két csoportba sorolasardl, kompartimentalizalhatésagarol. Indirekt bizonyiték hipotézisunk
helyességére az, hogy a visszanyert BAL folyadékban levé osszes lipid mediator mennyiségek
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esetenként igen jo korrelacidt mutatnak a COPD-re specifikus l1égzésfunkcids paraméterekkel (FEV;,
FEV.,% és a PEF), 4.12 tablazat, és a PgD2-re vonatkozdan a 4.13- 4.15 &bra. Igy hipotézisiinket
elfogadtuk munkahipotéziskéent. A lipid mediatorokra vonatkozé eredményeinket a tovabbiakban
munkahipotézisiink kontextusdban értelmezziik. A BAL folyadékban, mérheté mennyiségben talaltunk
eicosapentaén savat (EPA), lysophosphatidyl cholint (LPC), 15 hydroxyeicosatetraen savat (15-HETE)
és prosztaglandin D, (PgD,) (4.10 abra). A 4.11 &bran lathaté a vizsgalat illusztraldsara a standard
lipid oldat és a BAL minta dsszehasonlitd gorbéje.

) L A BAL-ban mért
Légzésfunkcids adatok

lipidek

LL
S o]
g 2 E 0|3 | & 3 |« =
S £ 1S |3 £ | © 3 O |f|Aa
2 s |glz|SiglHIEI>|7 |8 |65 2|2

EIR|I R |8 | R — g| 2|22
8020 |kontroll|16,5 (30,37 | 256 |84 |87 92 |92 1 0,21 |56 |1,12 (2,7 |47
8026 |kontroll|39 |30,67 {200 |96 |99 99 |96 2,25 0,12 |13,8|1,95 |154]|8,1
8030 |kontroll|{36 |27,89 |168 |94 |96 9% |95 0,81 0,28 |56 |0,78 [143(7,3
8039 |kontroll|27 28,34 |172 |92 |95 95 |90 0,47 0,16 (6,1 |0,69 (78 |0

8018 |COPD (47,5244 |156 |71 |56 56 |68 1,44 10,19 (7,7 |1,04 |63 |97
8024 |COPD |62,5|27,76 |178 |76 |58 58 |78 3,3 02 |105(6,69 |56,5|10,8
8025 |COPD |20 |23,85 188 |76 |65 64 |77 1,81 0,35 |131(1,07 |51,5|75
8036 |COPD |57 |33,87 |110 |62 |54 68 |71 0,41 02 |94 (158 |658|6,8
8038 |COPD |17,5|24,09 |197 |70 |56 64 |70 1,72 04 |0 06 |43 |48
8040 |COPD |47 |36,75 (216 |81 |68 68 |84 1,14 10,36 |7,3 [2,04 |125|8

4.8. tablazat: A férfi betegeink antropometria és légzésfunkcids adatai, akiknél 300 ml fiziolégias sé oldattal
BAL-t égeztiink, a BAL lipid tartalmanak a meghatarozasra.

COPD Kontroll p<0.01
Eletkor (év) 58.5 + 4.43 57.50+ 5.00 p<0.01
FEV, 61.73 + 5.68 95.63 + 2.79 p<0.01
FEV./FVC 64.10 + 3.28 82.18 + 1.49 p<0.01
IVC 3.28 +0.16 3.86 £ 0.42 p<0.01

4.9. tablazat: Statisztikailag szignifikansan kilonbozik a COPD-ben szenvedd és a kontroll csoport légzésfunkcids
paramétere.

4.2.3. A BAL lipid tartalma és a légzésfunkcio dsszefliggései
A vizsgalataink soran a FEV,, FEV,1%, PEF és TLC értékeket vizsgaltuk és szignifikans dsszefuiggést
talaltunk a BAL lipid tartalma és az el6bbi 1égzésfunkcids paraméterek kozott. A statisztikai értékelést
R? teszttel végeztiik, és linearis regresszios analizist is végeztiink. Annak ellenére, hogy valamennyi
betegiinknél azonos mennyiségii folyadékkal (300 ml) végeztik a BAL-t, valtozd volt a visszanyert
folyadék mennyisége. A visszanyert folyadék mennyiség nem mutatott szignifikans dsszefuggést BAL-

s

folyadék mennyisége a TLC-vel mutatott szignifikans Osszefiiggést, ami valosziniileg a betegeknek az
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emfizémajaval magyardzhatdé. Az FRC-t is vizsgaltuk, de nem talaltunk szignifikans ésszefliggést, a
lipid Gsszetevékkel. Az R? értékek az egyes lipidek és Iégzésfunkcids paraméterek vonatkozasaban a 4.
12 tablazatban talalhatok.

PGD2 15 HETE LPC EPA
11 70 8 16
7
10 _ 60 ult .
*
9 50 * 6
5 12
8 = % 40 .
2 . e 24 210
7 30 .
8 X
6 20 - ) .
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4.10. &bra A COPD-ben szenvedd betegek és kontrollok BAL folyadékjaban mérhetd lipid szintek.
A teljes mennyisége a lipideknél, amelyet LC-MS mddszerrel mértiink, ng-ban van megadva.
(Jelmagyarazat: 1 Kontroll, 2. COPD)
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4.11 .abra A HPLC-MS alap szeparalasi gdrbe mutatja a PgE, és PgD, elvalasztasat, és
dsszehasonlitast a BAL-ban mintéval.

Hipotézisiink alkalmazasa nélkiil mind a négy vizsgalt metabolit pozitiv korrelaciét mutatott, kettd, a
PgD, és az EPA értékek mutatnak jo pozitiv korrelaciot a TLC értékekkel, azaz minél nagyobb a mért
PgD; és EPA koncentracio, annal nagyobb a mért TLC érték. A TLC értékek viszont nem.

egyértelmiien jellemzéek a COPD-re, annak az emfizémas komponensét lehet a TLC értékekkel
jellemezni. Amennyiben hipotézisunket alkalmazzuk, és a teljes visszanyert lipid mediator mennyiséget
értékeljik, a COPD-t jellemz6é FEV,, FEV1,% és a COPD-re nem jellemz6é PEF értékekre is kapunk
korrelaciot a PgD2 -re vonatkozban, az EPA-ra vonatkozoan pedig csak a COPD-re legjobban
jellemzé FEV;, FEV;,% értékek mutatnak Kkorrelaciot. Amennyiben mért Osszes lipid értékeket
normalizéljuk a TLC értékre a PgD,—re a FEV,, FEV,,% értékek jobb korrelaciot mutatnak. (4.12
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FEVi% |FEV; PEF TLC
PgD2 -0,509 |-0,401 |-0,406 |0,778
A EPA -0,228 |-0,228 |-0,311 |0,779
LPC -0,385 |-0,386 |-0,067 |0,644
15-HETE -0,544 |-0,479 |-0,19 0,644
PgD2 -0,665 |-0,647 |-0,702 0,372
B EPA -0,705 |-0,628 |-0,365 |0,698
LPC -0,461 |-0,403 |-0,213 0,716
15-HETE -0,513 |-0,498 |-0,202 |0,517
PgD2 -0,672 |-0,771 |-0,584 |0
C EPA -0,575 |-0,511 |-0,541 |0
LPC -0,487 |-0,443 |-0,255 |0
15-HETE -0,513 |-0,504 |-0,209 |0

4.12. tblazat: Az R? értékek és a lipid metabolit koncentréciok, lipid koncentracio (A), totélis lipid mennyiség

(B), a TLC-hez normalizalt teljes nyert lipid mennyiség (C). (A félkiévér/délt szoros, statisztikailag igen
szignifikans dsszefliggést mutat, a feIKOVEr kozepesen erds dsszefiiggést jelez, és a délt nyomtatas gyenge
kapcsolatot jel6l)
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4.13. dbra: A BAL-ban mért PgD, koncentracioja a légzésfunkcios paraméterek fiiggvényében. A lipid értékek
azt a total lipid mennyiséget jel6lik, amit a visszanyert BAL folyadékban mértiink és linearis regresszids analizis
hasznéltunk.

tablazat). Els6 1épésben, a BAL folyadékban mértiik és meghataroztuk a PgD, koncentraciojat. A 4.13-
as abréan jol lathatd, hogy a COPD-re jellemz6é FEV;, FEV1% és a COPD-re nem jellemz6 PEF értékek
nem mutattak korrelaciot a PgD, koncentracigjaval. A TLC viszont, ami az emfizéma mértékének az

crcr
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hipotézisiinket a bevitt BAL kompartmentalizacidjarol
meghataroztuk a PgD, 0sszes mennyiségét. A 4.14-es abran

és a visszanyert BAL folyadékban,

jol lathatd, hogy hipotézisinket

alkalmazva most a COPD-re jellemz6 FEV1, FEV 1% és a COPD-re nem jellemz6 PEF értékek mutattak
korrelaciot a PgD, koncentracigjaval. A TLC nem mutat korrelaciot a PgD, koncentracidjaval. Végil a

BAL kompetmantilizaciojarél alkotott hipotézistinket alkalmazva a visszanyert BAL folyadékban
meghataroztuk a PgD, §sszes mennyiségét és ezt normalizaltuk a TLC-re. A 4.15-0s abran jol lathato,
hogy hipotézistinket alkalmazva most COPD-re jellemz6 FEV,, FEV,% és a COPD-re nem jellemz6
PEF értékek jobb korrelaciét mutatnak, mint a TLC-re t6rtén6 normalizacio nélkiil.
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4.14. dbra: APgD2 BAL-ban mért koncentracidja a légzésfunkcids paraméterek fliggvényében. A BAL-ban
mért lipidek teljes mennyiségét ng-ban adjuk meg. Linearis regressziés analizissel allapitjuk meg az 6sszefiiggést.
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4.15. dbra A PgD, BAL folyadékban mért szintje a légzésfunkcidés paraméterek fiiggvényében, TLC-re
normalizalva. A lipid értékek esetén a total visszanyert lipid mennyiséget jeloltik ng-ban. Az adatokat linearis
regresszios analizissel értékeltik.
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5. MEGBESZELES

5.1. A BIOMARKER KUTATAS ES ALKALMAZASA A JOVO KLINIKUMABAN:
MOLEKULARIS MEDICINA

A globalis proteom analizis vagy mas néven proteomika, manapsag népszeri teriilet és nagy technikai
kihivast jelent. A globalis molekuléris profilirozas vagy genom kutatas azt jelenti, hogy feltérképezziik
egy bioldgiai rendszer 6sszes elemét egészséges vagy beteg szervezet esetében. A teljes emberi genom
szekvencia elérhet0sége globalis szinten teszi lehetové barmilyen ismert genetikai valtozat
tanulmanyozasat.

A teljes genom vagy egyes gének kifejez6désének vizsgalata akar egy kisérletben is megoldhatd
hibridizacio alapi mRNS expresszios profilirozassal, nagy mennyiségli PCR-el vagy HTS szekvenalas
alapt vizsgalatokkal. A betegségek kialakulasat alapvet6en a génvariabilitas és a kdrnyezeti hatasok
egyltt okozzéak. A genetikai valtozatok ismerete felvilagositast ad egyes betegségekre vald hajlamra, de
nem ad informéciot a kornyezeti hatdsok befolyasara. A gének kifejez6dését a kornyezet is
befolyasolja, de nem magyarazza meg teljesen a biol6giai valtozasokat, mivel az mRNS szintjén
fejezodik ki és nem az adott funkciokat ellatd fehérjék szintjén. Ennek ellenére, a gén kifejez6dési
profilirozas és a globalis genom variabilitas analizis (genom scan) bizonyithatéan hasznos eszkdz a
kutatasi és klinikai vizsgalatok soran. Ujabban tobb, egyesitett gén kifejezédési analizisen alapuld,
tobbvaltozds vizsgalati modszert vezettek be, melyeket az FDA jévahagyott, pl a mellrakos biopszias
mintak prognosztikai tesztelését (Agendia, Mammaprint, es Oncotype Dx, Genomic Health) vagy az
ovarium rak diagnosztikum (OVA1, Vermillion). Hatarozottan ugy tlinik, hogy a tobbvaltozos fehérje
azonositasi vizsgalatoknak kifejezetten nagy jovoje van, mivel a fehérjék valtozasanak megismerése
sokkal kozelebb visz az aktudlis klinikai probléma megoldasahoz, mint az mRNS vizsgalat, mind a
kutatasi, mind diagnosztikai kérdésekben. A globalis molekularis technologia fejlédése elérhetdvé teszi
az 6sszes gén egyenkenti szekvenalasat, az expresszido minden génre €s szdvetre kiterjedd analizisét és
rovidesen az Osszes metabolit és fehérje kifejezddésének a vizsgalata is lehetové valik. A cél az, hogy
az 0sszes biologiai folyamatban szerepet jatszé elem, legyen az DNS, RNS, fehérje, lipid, szénhidrat
vagy egyéb metabolit egyszerre és egy Iépesben mérhet6vé valjon. Potencialisan ennek a mérésnek
minél inkabb globalisnak kell, hogy legyen de emellett annyira érzékenynek is, hogy meg tudja
kiilénbdztetni a mar bioldgiai szempontb6l minimalis eltérést a normalistol. Mig a ma orvosa némi
mérlegelés utdn kivalasztja a rendelkezésre all6 vizsgalatok halmazabdl az adott betegnek
legmegfelelobbnek tiinét, addig a jové orvosa a globalis molekularis diagnosztika jegyében mindent
megvizsgal minden kilondsebb mérlegelés vagy talalgatas nélkdil.

A globalis molekularis diagnosztika eléfutara a hipotézis nélkiili biomarker kutatas. Az itt bemutatott
munkamban a biomarker profilirozas proteineket célz6 vizsgalata hipotézis nélkili volt. A technolégia
fejlesztése utan, azaz olyan mdédszerek kidolgozasat kovetéen, melyek az egy 1épésben torténd és a
sziikségleteknek megfeleléen érzékeny mérést teszik lehet6vé. A mérésbol szarmazé adathalmaz
megértése és az integralt mintazatok élettani es patologiai szempontbdl valo kiértékelése lesz a
kovetkezo 1épés. Ma a DNS szekvenalas és a gén kifejezodés (pl. Affymetrix génchip technologia)
kielégitik a globalis diagnosztika igényeit, a fehérjék és metabolitok mérése még nem. Egyre
slirget6bbé valik az igény, hogy fejlessziik a klinikai diagnosztikat és a megallapitott diagndzis alapjan
terapias lépéseinket a molekularis szinten patolédgiai zajlé valtozasoknak megfeleléen, alakitsuk ki
(177). A biomarkerek hasznalata segit meghatarozni a beteg szdvetek bioldgiai viselkedését és a
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kezelés véarhatd Kklinikai eredményét. Optimalis esetben segitenck az egyéni rizikd tényezOk
kockazatanak a meghatérozasaban is. Egy-egy betegség optimalis markere élesen megkulénbozteti az
egészségeset és a beteget. A biomarkerek emellett a betegség kezelésének varhatd eredményét is
segithetnek megjésolni. A protein tipust biomarkerek potencialisan utalhatnak valamennyi sejtes tipusu
valaszreakcidra. Felhasznalasukkal akar a személyre szabott orvoslas, a személyre adaptalt kezelések a
legmesszebb mendkig megvaldsulhatnak. Sajnos mind ezek a potencialis lehetdségek ellenére ez idaig
az atit6 diagnosztikus és terapias eredmények még varatnak magukra (178,179).

5.1.1.Fehérje biomarker kutatasi technoldgiék:
Osszevetés a monoklonalis ellenanyag proteomikaval az eredményeink fényében

A legutobbi iddkig a ,,standard” biomarker kutatds a kétdimenzios gélektroforézist hasznalta. A fehérje
»~foltok” melyek valtozott intenzitdst mutattak, az elsOként megvizsgalt két betegcsoport kozott,
tdmegspektrometrias ,,ujjlenyomat” analizissel lettek azonositva. A mdédszer nem elég érzékeny és
nagyiizemi madban kivitelezhetetlen (180). Igéretes technoldgiaként indult a Ciphergen Inc. cég altal
bevezetett ,,fehérje chip” mddszer, ami a SELDI és MALDI-TOF eljarast alkalmazta. A kezdeti sikerek
ellenére (181) a mérések nem bizonyultak megfeleléen reprodukalhatonak (féleg az erre alkalmatlan
tdmegspektrométer hasznalata miatt) és a biomarkerként identifikalt ,,fehérje cstcsok”-at sem lehetett
mindig pontosan egy-egy géntermékként azonositani (182). A kés6 kilencvenes években a folyadék
kromatografiaval kapcsolt tdmegspektrometrias (LC-MS) merési eljarasok terjedtek el. Ezekkel, sokkal
tobb fehérjét lehetett azonositani, mint a kétdimenzids tdmegspektrometrias méréssel. Kezdetben a
legtdbb kutatd protein katalégusokat épitett egy-egy szovetrél (183) amig nyilvanvalova nem valt,
hogy a modszer globalitasa nem kielégitd és igy az adatok nem hasznosithatéak. Ugyanakkor az is
nyilvanval6va valt, hogy a beteget az egészségessel vald 0sszehasonlitds soran hasznos biomarkerek
kerllhetnek felfedezésre (184 ). A modszer érzékenységének ndvelésére az egyik mintat Kkis
molekulaval vagy izotoppal derivatizaltak, ezek az ICAT és SILAc modszerek (185,186). igy viszont
egyszerre csak két mintat lehet vizsgalni, a négy minta szimultan vizsgalatara alkalmas multiplex
modszer az iTraq (187). Végiil is egyik modszer sem alkalmazhato jelent6s eredményességgel ott, ahol
a legfontosabb lenne, a vérplazma biomarkereinek felfedezéseben. Ennek az oka az, hogy a vérplazma
fehérjeinek nagy részét, 95%-at néhany, kb. 10-12 fehérje, alkotja. A nagy mennyiségben jelenlevé
fehérjék minden analitikai modszer alkalmazasat gatoljak, igy ezeket a plazma vizsgélata el6tt el kell
tavolitani. Az eltavolitds utan is jelentds koncentracid tartomanyt kell lefedni az analitikai
modszerekkel. Sok minta eseten a tdmegpsektrometrian alapulé mdédszerek hasznalhatatlanok mert
dragak és id6igényesek, igy mindenféleképpen a felfedezés utan egy 0] assay-t kell fejleszteni. Erre a
legalkalmasabb a ,klasszikus” ellenanyag alapi ELISA. Itt viszont az assay fejlesztés nehézségei
lassitjak a folyamatot. Amennyiben az ellenanyagok ,.konyvtar” formaban elérhet6k a konyvtarak
elozetes, draga eljardsok nélkiil is alkalmazhatok mar a felfedezésben. Az ellenanyag konyvtarakon
alapul6 eljarasoktol sok 0j diagnosztikum varhat6 (55,188).

Munkénak hosszabb tava célja volt, hogy elkezdjunk egy szisztematikus fehérje biomarker kutatast a
népegészségugyi szempontbdl egyik legfontosabb betegségben, a COPD-ben, aminek jelenleg csak
tlneti kezelése lehetséges. Ez annal is inkabb fontos, mivel a jelenleg érvényben levé protokollok,
alapjan a COPD diagnozisat csak azutan tudjuk kimondani, miutan a betegnél bekovetkezett az
irreverzibilis legzésfunkcid romlas. Emellett Magyarorszag vezeté szereppel bir a COPD okozta
haldlozasban a férfiak kozétt (7).
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A hipotézismentes fehérjeproteomikai vizsgalat specifikus célkitiizése az volt, hogy igazoljuk azt a
feltételezést, hogy specifikus betegségre jellemzd protein biomarkerek felfedezhetdk és transzlacios
szlik keresztmetszet nélkiil kvalifikacidra alkalmas teszt is fejleszthetd egy 1épésben. Nyolc honap alatt
a monoklondlis antitest medialta proteomikai megkdzelitésiink tiz olyan monoklonalis antitest
elballitasat tette lehet6vé, amely képes magas statisztikai szignifikanciaval megkllénboztetni a normal
és a COPD-ben szenvedd beteg populaciot, egyszerit ELISA teszttel. Ezzel a modszerrel a human
plazméban talalhato glikoproteinek ellen betegség specifikus monoklonalis antitestet sikertlt generalni.
Nagyon hatékony és nagyszamu pozitiv kldnt eredményezett, a generalt nagy monoklonalis antitest
konyvtarunk. Ez modszer pontosabb és gyorsabb, mint a népszerii tomeg spektroszkopia alapjan
torténd meghatarozas. A monoklondlis antitest termelési stratégia a protein természetii biomarkerek
felfedezésére alkalmas, és az ELISA teszt alkalmazasa azonnali klinikai alkalmazast tesz lehetévé. Ez
az 1j technologia teszi lehetévé, hogy a tovabbi klinikai kvalifikacios és validacios Kisérletek utan
remélhetbleg gyorsabban jussunk majd a COPD korai diagnézisara, €s a kezelés hatasara bekovetkez6
valtozasok detektalasara. Emellett betegség kovetésére alkalmas Kklinikai teszthez kivanunk jutni azért,
hogy a légzésfunkcios valtozasok bekovetkezte eldtt ki tudjuk mondani a COPD diagndzisat, illetve a
betegség elérehaladottabb allapotaban 1égzésfunkcios vizsgalat nélkil is nagy tomegek sziirése soran
diagnozishoz jussunk, és lehet0ség legyen nagy populaciok vérvétellel torténd COPD sziirésére. A
felfedezés adta lehetéséget a hétkoznapi gyakorlatban valod alkalmazhatosagot tovabbi széleskorii
klinikai vizsgalatokban kell majd bebizonyitani. Itt az volt a cél, hogy olyan biomarkereket fedezziink
fel, amelyek sziik keresztmetszet nélkiil diagnosztikumma (ellenanyag alapt teszt) alakithatok, azért
hogy a betegség stadiumatol, a 1égzés funkcios eltérésektdl fiiggetleniil, vagy még a funkcionalis
romlas eldtt is, képesek legylink a COPD bekovetkeztét megjosolni, €s hogy szlirhessiik a riziko
csoportot. Néhany azonositott protein Ugy tinik, hogy betegség specifikus és mas klinikai vizsgalatban
is azonositottak mar (Pfizer/Biosystems International bizalmas adat). Annak ellenére, hogy a COPD-re
specifikus monoklonélis antitest jellemzésére, az antigén azonositasa, a vizsgélatban relative nagy
szamu protein talaltunk, a kezdeti vizsgalat korai sikere azt sugallta, hogy ez a mddszer egy hatékony
megkdzelités a gyors monoklonalis antitest sorozat generalashoz.

A protein biomarker vizsgalatokkal kapcsolatos célkitlizéseink ¢és kérdéseink koziil mindet
megvalositottuk, illet6leg pozitiv eredménnyel tudtunk megvalaszolni:

1/1: A human plazma tartalmaz COPD-re specifikus fehérje biomarkereket.

1/2: A bemutatott kisérleti eredmények alapjan a biomarkereink alkalmasak a dohanyos (de
nem COPDs) és a dohanyos COPDs betegek elkiilonitésére. A kés6bbiekben ezt tovabbi
kvalifikacios és validacios vizsgalatokban tervezziik megvéalaszolni. Eredményeink alapjan
raciondlis alapon Uj kisérleteket tudunk tervezni, melyek az eddig felfedezett fehérje
biomarkerek Klinikai jelentdségét fogjak tisztazni. Pontosabban, eredményeink elegendd
statisztikai alapot nyujtanak ahhoz, hogy a kovetkez6 vizsgalatok statisztikai erejét meg tudjuk
becstilni és igy konkluzivabb klinikai eredményekhez jussunk.

1/3: A fentiek alapjan a monoklonélis ellenanyag proteomikan alapulé modszeriinket szélesebb
korben torténd alkalmazasra is jonak tartjuk

Az utolsé pont alatdmasztasa érdekében modszeriinket a kovetkezd alfejezetben Gsszevetjiik a ma
hasznalt és leggyakrabban alkalmazott proteomikai biomarker felfedezési technolégiakkal.

A legnépszeriibb proteom kutatasi modszerek soran tomeg spektrométert hasznalnak. Ezek legnagyobb
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hatranya, még ha alkalmanként meg is hataroznak lehetséges diagnosztikai jelolé anyagokat, akkor is
felfedezést nehéz klinikai vizsgalatokka alakitani. Mikor egy jel6l fehérjét tomeg spektrométerrel
azonositanak, ellenanyagon alapulé vizsgélatot kell fejleszteni. Ezek a vizsgélatok aztan ritkan
reprodukaljak az eredeti eredményt és a Kkifejlesztésiik is nehéz. A klinikai vizsgalatok jel6lé
molekulaira végezzilk el a validalast, melyeket az mAB alapi mddszerrel fejlesztiink ki. Az alabbi
Osszehasonlitdo 5.1 tablazat, pedig a monoklonalis ellenanyag proteomikai technologia eldnyeit
demonstrélja.

Ellenanyagot
hasznal6 biomarker Elény Hatrany
kutatési stratégiak

Konnyii kapcsolodas
a klinikai assay-khez

A teljeskoriiség
kérdéses, poliklonalis

Monospecifikus ellenanyagok

ellenanyagok Skalazhatosag reprodukéalhatdsaga, Igen
PTM-re valo
érzéketlenség
Rekombinéns Telieskériisé Skalazhatosag sziirés
ez eljeskorliség . s Nem
ellenanyag és fag szinten, affinitas
Nem teljes kort,
fehérje azonositas
hianyzik, alacsony
mAb kdnyvtarak Erzékenység szinten jelenlevd
komplex természetes ' fehérjéket nem latja, Igen

T skalazhatdséag o
antigénej ellen néhény ellenanyag
lehetséges, hogy hem
miikodik denaturalt

antigénen

5.1 tablazat: A monoklondlis ellenanyag proteomikai technologia eldnyeit demonstralja

A monoklondlis ellenanyagot azutan jellemzik, hogy meghatarozzak a rokon fehérjék azonositéjat, a
peptid szekvenciat bakteriofag ,display” vagy bemutaté technologidval (Targetex RT.-vel
egyiittmiikodve). Ez a moddszer az ellenanyag jellemzésének része. Az affinitds kromatogréafias
modszeren alapuld fehérjeazonositas elengedhetetlen lépés. A bateriofag kisérletbdl szarmazo peptidek
Osszesitett (consensus) szekvenciaja jellemzi az ellenanyag antigén ko6t zsebet, mint mimetop. Ezt az
Osszesitett mimetop szekvenciat sem, az egyes faghol szarmazé peptid szekvencidkat sem tartjak,
jellemzoének az ,igazi” epitopra, miutan ez az esetek tulnyomé tobbségében nem lineéris, hanem
haromdimenzids és emiatt jelentdsen fiigg a fehérje konformaciojatol (a linearis szekvencia ettdl nem
fugg). Mindennek ellenére a potencialis linearis peptid epitopokat lefuttatjAk a DNS és fehérje
adatbézisokon, az esetleges keresztreakciok, és a ritka lineéris epitopok felfedezésére. Az mAB-ok
tovabbi jellemzésére, az 1gG nehézlanc hipervaridbilis régidjanak cDNS szekvencidjat is
meghataroztak. Egy modellként szolgal6 esetben ezt in-silico ,,dokkoléasi” kisérletekben megpréobaltak
felhasznalni proteinidentifikalasra a mimetop szekvenciak ismeretében.

Ma t6bb mint 1000 klénozott ellenanyag all a BSI rendelkezésére. Az ellenanyag konyvtarak az egyes
fehérjék szintjén fedik a legimmunogénebb 500 ng/ml —nél nagyobb koncentracioban jelenlevé kb. 100
plazma fehérjét. Azaz, legalabb egy, de leggyakrabban tébb monoklonalis ellenanyag all rendelkezésre
minden fehérje ellen. Az egyes fehérjék epitopjait tekintve a telitéstél tavol allnak, bar néhany fehérje
ellen tobb mint 10 eltérd ellenanyaguk is van. A rendelkezésre allo konyvtar segitségével az epitopok
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dinamikajéat lehet vizsgalni, ez az eddigi kisérletek alapjan, COPD, obesitas, tiidé, mell és vastagbél rak
esetében is jellemzOen valtozik. A valtozas oka valoszinilileg eltér a vart okoktol, azaz attol, hogy a
beteg szerv, pl. a rakszovet termel specifikus fehérjéket. A feltételezés az, hogy a patoldgias
folyamatok velejarojaként a vérfehérjéket szintetizald szovetek, leginkabb a maj, patologias
korilmények kozott, pl. gyulladas hatasara megvaltozott masodlagos modifikacidval (pl. glikozilacié)
ellatott fehérjéket, vagy azok variansait allitja el6. A sztohiometria is valtozik, egyes nagy
abundanciaju fehérjébol tobbet, masbol kevesebbet tartalmaz a vér bizonyos betegségekben.
Mindennek az ered0 hatasa az, hogy a detektalhatd epitopok mindségileg is, mennyiségileg is
megvaltoznak. A BSI ellenanyag konyvtara valosziniileg mindezt detektalni képes, ellentétben mas, pl.
tdmegspektrometrias eljarasokkal.

Fontos megjegyezni, hogy a kompetitiv mérésen alapul6 eljarast, melyet biomarker felfedezésre el6szor
a dolgozat témajaval kapcsolatos cikkinkben kozoéltlink a BSI (BioSystems International SAS) az6ta
»-nagyuzemi” modon is validalta. A Randox Ltd, gyartja azt a QuantiPlasma biocsipet, ami a fent leirt
gatlasi elven alapszik (http://www.randox.com/quantiplasma-array.php), és amivel a DEOEC Klinikai
Kutat6 csoportja a BSI-vel kollaboralva tiidé rakosokat és mas rakosokat is sikerrel vizsgalt. A kezdeti
mindség biztositd és reprodukalhatosagi vizsgalat eredményeit révidesen kozolni fogjak. Terveink
kozott szerepel, a hogy a Randox platformon futtathaté QuantiPlasma biocsipet, az értekezésben leirt
vizsgalatok eredményeire tamaszkodva hasznaljuk majd COPD differencial diagnézisara.

5.2 LIPID BIOMARKER VIZSGALAT

A lipid metabolit vizsgalat hipotézis altal vezérelt volt, azért mert a lipidek vagy a teljes metabolom
globélis vizsgalata ma még lehetetlen egy lepésben. A metabolom nagyobb, fontosabb részeinek
vizsgalatat is csak igen koltségesen lehet kivitelezni, ezért hipotézis altal vezérelt elvekre helyeztik a
tovabbi Kisérleteinket. A Kisérlet els6 1épésében célzottan kivalasztottunk néhany biologiailag aktiv
lipid metabolitot, olyanokat melyek a komplex lipid metabolizmus és patoldgia szempontjabél
fontosnak latszottak és viszonylag konnyen detektalhatoak; pl. létezik ELISA-teszt mérésikre vagy az
MS-sel torténé mérés nem komplikalt. Miutan az igy kivalasztott mediatorok szama nem tal nagy, azt
tlztik ki célul, hogy a patologiai folyamatokban vald részvételiiket is jobban megkdzelitjiik,
(funkciondlis kvalifikacié) olymddon, hogy a COPD korfolyamatainak a ,,szinhelyér6l” vesziink
mintat, és megvizsgaljuk, hogy a mért szintek korrelalnak-e a COPD sUlyossagaval.

Jelen, hipotézis vezérelt biomarker vizsgélatunkban a biologiailag aktiv membréan-foszfolipidbol
szarmazé lipidek kozul néhany intermedier prekurzort és a PgD,—t mint a jol ismert aktivitassal
rendelkezd prosztaglandint vizsgaltuk. COPD-ben szenvedd betegek, és dohanyos kontrollok BAL
folyadékdban  mértik  mennyiséglket, kvantitativ = tdmegspektrometrias modszerrel.  Els6
megkdzelitésben a relative invaziv BAL modszerével prébaltunk adatokat nyerni a lipid metabolitok
megoszlasarol a bronchoalveolaris térben, amely a COPD patomechanizmusasanak a szintere. Ezt a
megkozelitést azért valasztottuk, mert a bioldgiai kvalifikacio lehetésége igy jobb, egyrészt, mert a
patologias folyamat szinhelyérdl veszziik a mintat, masrészt, pedig azért, mert a szelektalt lipidekkel és
a COPD-vel kapcsolatban tobb relevans adat is ismert. Igazoltuk, hogy a lipid metabolitok jelen vannak
mérhetd mennyiségben a bronchoalveoléris lavage-ban, és mennyiségik 0sszefliggést mutat a
Iégzésfunkcios paraméterekkel. Ez a vizsgalat igazolta azt a feltételezést, hogy a lipid biomarkerek
szintje és a légzésfunkcios eltérések kozott osszefliggés van, kiléndsen a COPD korai fazisaiban, mint
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pl. a GOLD COPD 2 stadiuma.

Annak ellenére, hogy a mintaszam relative kicsi volt, nagyon j6 negativ korrelaciét tudtunk bizonyitani
a TLC-re vonatkoz6an a PgD, és az EPA BAL-ban mért szintje kdzott, de az LPC és a 15-HETE is jo
korrelaciot mutatott tdmegspektrometrids vizsgalat soran. A BAL vizsgalatok minden esetben kis
esetszamu vizsgalatok, mert maga a BAL igen kockézatos, és invaziv vizsgalatnak szamit. A korrelécio
pozitiv volt, tehat minél nagyobb a TLC értéke annal nagyobb koncentraciokat észleltink. A TLC az
emfizéma mértékével volt ardnyos. Fontosabb, hogy a COPD-re jellemzbb FEV1%, FEV, és COPD-
re nem jellemzé PEF értékekkel nem kaptunk igy korrelaciot. Ugyanakkor, ha figyelembe vettiik
hipotézisiinket a BAL folyadék kompartmentalizacidjarél j6 és a kozolt bioldgiai adatokkal
Osszhangban levé korrelaciot kaptunk a PgDo—re és az EPA-ra vonatkozdan. Megfigyelésiink szerint a
kompartmentalizciot figyelembe véve az Gsszes visszanyert PgD, és EPA mennyiség és a FEV1%
illetéleg az FEV, kozott j6 negativ korrelacio van, azaz minél kisebb az FEV; és a FEV1% annal tobb
PgD,-t és EPA-t talaltunk a visszanyert BAL folyadékban. A PgD,—re vonatkozdan a korrelacié javult,
ha a TLC re normalizaltuk az értékeket. Mindez 0sszevag az alveolaris neutrofil és CD8+ limfocitékra
vonatkoz6 megfigyeleésekkel. Mindkét sejttipus annal nagyobb szdmban detektalhaté az alveolusban
minél kisebb a FEV; és a FEV1% (80,87).

Szamos kiilonb6z6 gyulladasos mediatorrdl tudjuk, hogy szerepet jatszik a COPD kialakulasaban, mint
példaul a lipidek nagy szama, a kemokinek és a cytokinek (lasd 2.3 FEJEZET). Szamos esetben hasonld
patomechanizmus zajlik le a COPD és az asztma esetén, de ezek a folyamatok szamos esetben
egyéniek és szamos folyamat erételjesen kiillonbozik a két korképben. A COPD esetén a makrofagok,
neutrofilok és a CD8" T-sejtek jatszanak meghatarozd szerepet, mig az asztmas gyulladas esetén a
legfontosabbak az eozinofilek és a hizosejtek és CD4" lymfocytak, amelyek az allergias fenotipust
jelképezik.

ey

COPD esetén a PgE,—re érdemes fokuszalni, mivel ennek az emelkedett szintjét mar kimutattdk COPD-
s betegek kilégzési kondenzatumaban is. A PGE, tigy tiinik, hogy szerepet jatszik mind a protektiv,
mind a rombolé funkciokban a COPD patomechanizmusaban. Egyik oldalrdl bronchodilatator szerepe
van és fokozza foszfodieszteraz-4 gatloknak a hatasat, mésik oldalrdl, pedig aktivalja a mucin gén
expressziojat, érzékenyiti és aktivalja a legutak szenzoros idegvégzddéseit, igy a fokozza a k6hogést.
Asztma esetén a legfontosabb prosztaglandin természetii gyulladasos mediator a PgD, amelyet, a
hizésejtek termelnek IgE kotddés hatasara kialakuld aktivalodas esetén, és igy vezetnek
horgésziikiilethez, és segitik az eozinofilek és a CD4" T-sejtek toborzasat a tiiddbe. Annak ellenére,
hogy széles korben vizsgaltdk a hizosejtek szerepét asztma bronchidléban, ma mar nyilvanvalo
tényekkel bizonyitott, hogy szerepik van a COPD kialakuldséban is, amit bronchialis biopsziak
immunhisztokémiai vizsgalata soran igazoltak, hogy tlinetmentes dohanyosoknal szignifikansan
nagyobb szamban talalhatok hizé sejtek a kdzepes bronchusok epitéliumjaban, a simaizmok kozott és a
lamina propriaban, mint a nem dohanyzokban. Tovabba nagyobb szamu hiz6 sejt talalhat6 a dohanyos
COPD-s betegek bronchialis epiteliumban, mint a tlinetmentes dohanyosokéban. Ezt pulmonectomias
specimenekbdl végzett cytologiai vizsgalattal igazoltak. Végiil a COPD-s betegek hypertonids
sooldattal torténd provokacidja bronchoconstrictiohoz, és a tiidé hiperinflaciojahoz vezet, ami jo
korrelaciot mutat az indukalt kopet emelkedett hisztamin értékével, ami egyértelmiien a hizéd sejtek
szerepére hivja fel a figyelmet. Mindent 6sszevetve, ezek az adatok azt sugalljak, hogy a hiz6 sejtek
jelen vannak a COPD-s és dohéanyos betegek Iégutjaiban. A mi adataink szintén a hiz6 sejtek jelenlétére
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utalnak a COPD-s betegek légltjaiban, és ez egybe vag az észlelt emelkedett PgD, szinttel BAL
folyadékban, amit munkacsoportom bizonyitott eldszor itt. Fontos megjegyezni, hogy COPD-s betegek
kilégzett levegd kondenzatumaban mar vizsgaltak a PgD,-t de nem talaltak eltérést a kontrollhoz keépest
(1189). Ugyanakkor a PgD, receptorok felismerése (PD1 és PD2) és a bronchoalveoléris tér
infiltrdtumanak létrejottére vonatkozd adatok (135) (lasd a 2.3.5. Lipid mediatorok fejezetet)
felkeltették az érdeklédést a PgD, -re vonatkozoan a COPD-ben is. Néhany hénappal kozleményilink
megjelenése utan és a mi klinikai kisérletes adatainkra hivatkozva az Amira Pharmaceuticals cég
kozolte, hogy a COPD egér modelljében szelektiv PgD, receptor antagonista adagolasaval
csokkenthet6 a bronchoalveolaris térb6l kimoshatd makrofagok, neutrofilek és limfocitdk szdma (110).
A PgD, receptor antagonistak fejlesztésére ezutan igen erds figyelem fordult a gyogyszeriparban
(190,191). A PgD; -re vonatkoz6 eredményeim tovabbi igazolasa nagyobb beteganyagon 11j lehetdséget
teremthet a COPD kezelésében, kulonds tekintettel a PgD, hatas gatlasa a PgD, receptoron keresztil.

Erdekes, hogy a vérakozasunkkal ellentétben a viszonylagosan ,,intermedier” prekurzor/mediator
lipidek az LPC és a 15-HETE nem mutatott korrelaciot a COPD specifikus 1égzésfunkcios eltérésekkel.
Az LPC-re vonatkozoan, pedig kozolték, hogy szerepe lehet a granulocyték tiidobe dramlasaban (136,
137). A 15-HETE-re vonatkozdan, pedig az asztma mechanizmusokban bizonyitott és a PPARy
genetikai asszociacié miatt vartuk hogy korreléacidt talalunk (76,143).

A BAL kompartmentalizdci6 modelliink alapjan ugy tekinthetd, hogy a bejuttatott folyadék
mennyisége kétfele oszlik, az egyik fele visszanyerhet6 és a masik fele nem nyerheté vissza. Az els6
csoport a visszanyerhetd folyadékmennyiség, amely elérte a cél szovet kornyezetét, a szdveti
kornyezetbdl szamos metabolittal egyéb alkotorészekkel is gazdagodik €s értékelheté mértékben kozel
egyensulyi &llapot alakul ki az oldékony, illet6leg ,.kimoshatd” metabolitok esetén a szovet és a BAL
folyadék kozott. A folyadék visszanyerhetd része valosziniileg a nagy és a kozepes méretli horgdk
felszinér6l ,,lemoshatd” véladékot képviseli, azt a terlletet, ahol a gyulladasos hisztopatoldgiai
folyamatok jatszodnak. Kovetkezésképpen feltételezésiink szerint a teljes mennyiségli visszanyert
folyadékban talalhaté 0Osszes lipid mennyiség és nem a visszanyert BAL-ban levd metabolit
koncentracioja az, ami 6sszefliggést mutat majd a funkcionalis paraméterekkel. Azaz a BAL folyadék
vissza nem nyerhetd része nem hasonlithat6 6ssze a visszanyerhet6 folyadékkal. A nem visszanyerhetd
folyadékrész a bronchoalveolaris régiét reprezentalja és inkabb a TLC értékekkel, azaz emfizéma
mértékével hozhato inkabb Osszefliggésbe. Valoszinii, hogy a BAL nem visszanyerhet6 része gyorsan
felszivodik a bronchoalveolaris térbdl. A nem visszanyerhetd rész mennyiségének valtozékonysaga
individualis eltéréseket mutathat, mert a visszanyert folyadékmennyiség egyedenként jelentés
ingadozast ad. A BAL mosdé folyadék reabsorbcidja széles kdrben szor, ez részben a BAL technikabdl
is adddhat, valamint pl. a beteg hidraltsagi allapotatol, és az aktudlis izotdnias oldattal (BAL
moséfolyadék) szembeni permeabilitdshbol is fiigghet. A jelentés egyéni variacio fontos faktor és nem
meglep6. Feltételezziik tehat, hogy ha a mosdfolyadék eléri az alveolaris teret és a nagy felszinen vald
eloszlas miatt itt gyors, de egyéni variaciét mutaté reabszorpcié indul meg, ami csak a vizre és az
izotonicitast biztositd sékra vonatkozik. Kisérleteink egyik véaratlan eredménye, a BAL folyadék
kompartmentalizaciojara vonatkozo hipotézis, melynek helyessegét a PgD, -re vonatkozo eredmények
er0sen alatdmasztjak.

A hipotézis vezérelt biomarker vizsgalatokkal kapcsolatos célkitiizéseink és kérdéseink koziil mindet
megoldottuk illetdleg pozitiv eredménnyel tudtuk meg valaszolni:
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11/1: A human BAL tartalmaz COPD specifikus lipid biomarkereket.

11/2: A biomarkerek kozil a PgD, mennyisége — jol korrelal a COPD specifikus Iégzésfunkcios
parameterekkel

I11/3: Eredményeink a bioldgiai kvalifikacié kovetelményeinek megfelelnek amennyiben
eredményiink az ismert klinikai és kisérletes adatok alapjan nem meglepd ¢s alatdmasztja azt a
feltételezést, hogy a COPD obstruktiv komponense az asztméhoz hasonl6 patomechanizmussal
fejlodik ki.

Kiemelendd, hogy munkam dokumentalhatéan egyik kiinduldpontja lett a PgD, receptor (PgD,
receptora) gatldszer fejlesztésnek a gyogyszeriparban. (Ez remény volt, de nem célkitiizés).

,,,,,,

kutatas jelentdségét.
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6. OSSZEFOGLALAS

Elézmények: A kronikus obstruktiv l1éguti betegség (COPD) az egyik vezetd tényezd a mortalitdsi és
morbiditasi statisztikdkban vilagszerte. A COPD egy progressziv léguti aramlas korlatozottsaggal jellemzett
korkép, ahol a léguti obstrukcid nem teljesen reverzibilis. A 1éguti aramlaskorlatozottsag progressziv és a
tidének a koros gyulladasos reakciojaval magyarazhato. A COPD diagndzisat a betegség tlinetei és a
sprirometriaval mért 1égzésfunkcios eltérések alapjan tudjuk kimondani. A COPD-t &ltaldban el6rehaladott
stadiumban diagnosztizaljuk. A dohanyosoknak csak 15-20 %-ban (vagy gyakrabban) alakul ki COPD, és a
COPD-s bhetegek 85-90 %-a dohanyzik, ami felveti annak a lehet6ségét, hogy genetikai tényezdk is
meghatarozd szerepet jatszanak a COPD kialakulasdban. COPD biomarkerek felfedezése segithet a
tinetmentes COPD-sek és dohanyosok sziirésében, és j terapias célpontokat jelolhet ki, és segithet a
betegek kivalasztasaban, akiket korai kezeléshen lehet részesiteni.

A vizsgalat célja: Munkdm hosszabb tavl célja az, hogy hipotézis nélkili és hipotézis altal vezérelt
biomarker kutatassal eldsegitsem egy 1j, diagnosztikus panel felfedezését, kvalifikaciojat és validacidjat.
Specifikus kérdésem, hogy talalunk-e a plazmaban olyan fehérje biomarkereket amelyek, megkilénboztetik
a dohanyos (de nem COPD-s) és a dohanyos COPD-s betegeket, potencialisan alkalmas-e a médszer a
veszélyeztetett dohanyosok kisziirésére. Munkam tovabbi célja, hogy a relative elhanyagolt metabolom
biomarker vizsgalatot is bevezessem a COPD kutatasban. Erre vonatkoz6 kérdéseim: Korrelalnak-e a lipid
biomarkerek a COPD-re specifikus légzésfunkcids paraméterekkel? Alkalmazhat6-e a hipotézis vezérelt
metabolom kutatés Uj markerek felfedezésére és kvalifikacidjara?

Eredmények, megbeszélés:

Szérum — protein — biomarkerek: Vizsgalatunkban meghatéroztunk és alkalmasnak talaltunk egy széleskorii
monoklonalis ellenanyag kdnyvtarakon alapulé proteomikai mddszert, amely képes betegségspecifikus
biomarkerek eldallitasara. Az i) modszerrel felfedezett tiz biomarker koziil négyet mutattam be. Az Uj
marker ellenanyagok a vizsgalt klinikai kohorszon COPD specifikusnak bizonyultak. A maddszer
transzlacios szlik keresztmetszet nélkiil biztositja a klinikai tesztek fejlesztését. Ebb6l a szempontbol
vizsgalva modszerlink egy lépésben megvaldsitja a felfedezést az Uj biomarkerek kvalifikacidjanak egy
fontos elemét szemben a tdmegspektometriaval vagy biol6giai alapy hipotézis vezérelt stratégiakkal. Az itt
el6szor leirt ,,gatlasi” teszt altalanosabban alkalmazhat6 valtozata a QuantiPlasma biocsip mar forgalomban
van, amelyet a Biosystems International és a Randox cégek kozdsen fejlesztettek, és a DEOEC Kilinikai és
Molekularis Medicina Laboratoriumaban sikerrel keriilt kiprébalasra.

BAL — lipid — biomarkerek: Bizonyitottuk elséként, hogy a BAL-ban taldlhat6 néhany lipid biomarker
(EPA, 15-HETE, LPC, PgD;) LC-MS-sel mérhet6 szintje és TLC (Total Lung Capacity) koz6tt egyenes
aranyossag van. A BAL-b4l visszanyert folyadékban taldlhaté PgD2 6sszes mennyisége, linearis de forditott
Osszefiiggést mutat a COPD-re specifikus légzésfunkcios értékekkel (FEV1, FEV1%), a BAL
kompartmentalizaciojara vonatkozé hipotézisink alkalmazasa utan. Kiemelendd, hogy munkam
dokumentalhatdan az egyik kiindulépontja lett a PgD, receptor gatldé gyogyszerfejlesztésnek. A BAL
kompartmentalizacidjara vonatkozo hipotézisiink szerint a bevitt viz egy varidbilis része gyorsan
felszivodik, de a kimosott mediatorok nem szivodnak fel. Az itt els6ként kozlésre Keriilt hipotézisiink
helyességét nagymértékben tdmogatja a kapott eredmény és annak irodalmi reprodukcidja. A biomarker
vizsgalat eredményei alapjan a munkat tovabb tervezem folytatni kilénds tekintettel a PgD, és COPD
kapcsolatara.
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6.1 SUMMARY

BIOMARKER CANDIDATES CORRELATE WITH LUNG FUNCTION IN COPD.

Background: Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a major cause of morbidity and mortality
worldwide. COPD is characterized by progressive development of airflow limitation that is not fully
reversible. The airflow limitation is usually both progressive and associated with an abnormal inflammatory
response of the lungs. Diagnosis of COPD is built on symptoms and decreased level of lung function as
tested by spirometry. COPD patients are usually diagnosed only when the disease is already in an advanced
stage. Only about 15-20% (or more) of smokers are susceptible to developing COPD, and 85-90% of COPD
patients are smokers, indicating the possibility of additional, genetic factors playing role the development of
COPD. Identification of biomarkers result in the eventual development an early diagnostics for the
asymptomatic COPD patients and for screening of smokers with high susceptibility to develop COPD. Here,
| present the first phase of the work.

The aim of the study: The long term goal of my hypothesis free and hypothesis driven biomarker research
is to enable the discovery, qualification and validation of an analyte panel based new laboratory diagnostics.
My specific questions (protein biomarkers): Does the plasma proteome contain COPD specific biomarkers?
Do we find protein biomarkers capable to discriminate smoking but COPD free subjects from smoking
COPD patients? Additional goal of my work was to explore and introduce the less popular metabolom
studies in COPD research. First we examined whether bronchoalveolar lavage fluid obtained from the site
of the pathology, as the ,direct imprint” of the disease process is applicable in the quest for lipid
biomarkers? Specific questions on this subject: Do we find COPD specific lipid mediators in the BAL fluid
with targeted hypothesis driven biomarker research? Is the hypothesis driven metabolom marker research
applicable for the discovery and qualification of new markers in COPD?

Result and discussion:

Serum — protein — biomarkers: Based on our studies, we find the monoclonal antibody library based
proteomics technology suitable for the discovery of disease specific biomarkers. We show four antibody
biomarkers from the pool of ten we discovered with this technology. The monoclonal antibody biomarkers
were found COPD specific on he cohorts we used. The new technology ensures the development of clinical
laboratory tests without apparent bottleneck in contrast to MS based or targeted, hypothesis meadiated
technologies. From this point of view our technology achieves discovery and early validation in one step.
The inhibtion test we present here for the first time, in a more generally applicable form has been marketed
as QuantiPlasma biochip, which was developped by Biosystems International and Randox and has been
tested succesfully at the Clinical and Molecular Laboratory of DEOEC.

BAL — lipid — biomarkers: We demonstrate for the first time that in the BAL a few lipid biomarkers (EPA,
15-HETE, LPC, PgD2 ) quantified by LC-MS technology show an apparently good and positive linear
correlation with TLC (Total Lung Capacity). The total PgD2  quantity recovered from the BAL fluid
showed good linear but inverse correlation with COPD specific lung function tests (FEV1 and FEV1%)
after applying our hypothesis on the compartmentalisation of BAL fluid. Important that my work as
evidenced from recent publications became one of the starting points for the development of PD; inhibitors
at the pharma industry. According to our new hypothesis on he BAL compartmentalisation, the a variable
part of the BAL fluid is reabsorbed quickly, however the washed-out lipid biomarkers are not reabsorbed.
The hypthesis published here first is likely to be valid as supported strongly by the quality of the results. We
plan to continue the qualification of the lipid biomarkers with special focus on PgD2 and its involvement in
COPD.

53



54



55



56



57



58



©

10.

11.

12.

13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

7.1 IDEZETT KOZLEMENYEK
http://www.goldcopd.org/guidelines-global-strategy-for-diagnosis-management.html
Shapiro S.D., Reilly J.J.J., Rennard S.I. Chronic Bronchitis and Emphysema. In: Mason R.J., Martin T.R., King T.E.,
és mtsai (eds.). Nadel Textbood of RespiratoryMedicine, Vol. I. Saunders, Philadelphia 2010; 919-967.
Viegi G, Pistelli F, Sherrill DL, és mtsa: Definition, epidemiology and natural history of COPD. ERJ, 2007; 30: 993—
1013.
European Respiratory Society/European Lung Foundation. European Lung White Book. The First Comprehensive
Survey on Respiratory Health in Europe. Loddenkemper R, Gibson GJ, Sibille Y, eds. Sheffield, ERSJ, 2003.
Fukuchi Y, Nishimura M, Ichinose M, et al. COPD in Japan:the Nippon COPD Epidemiology study. Respirology
2004; 9:458-465
COPD prevalence in 12 Asia-Pacific countries and regions: projections based on the COPD prevalence estimation
model. Respirology. 2003;8:192-8
Anto J.M., Vermeire P., Vestbo J., és mtsa: Epidemiology of chronic obstructive pulmonary disease. ERJ,
2001;17:982-994.
C. Raherison, P. O. Girodet: Epidemiology of COPD. Eur Respir Rev 2009;18:213-221
Mathers CD, Loncar D (2006) Projections of global mortality and burden of disease from 2002 to 2030. PLoS Med
3(11): e442. doi:10. 1371/journal.pmed.0030442
Gershon AS, Warner L, Cascagnette P, és mtsa: Lifetime risk of developing chronic obstructive pulmonary disease: a
longitudinal population study. Lancet. 2011;378:991-996.
Viegy G, Scognamilio A, Baldacci S és mtsai: Epidemiology of chronic pulmonary disease (COPD). Respiration,
2001; 68: 4-19.
Murray CJL, Lopez AD. Evidence-based health policy-lessons from the Global Burden of Disease Study. Science
1996; 274:740-743.
Rennard S, Vestbo J.:COPD: the dangerous under estimated of 15%. Lancet 2006; 367:1216-1219.
Mathers CD, Loncar D (2006) Projections of global mortality and burden of disease from 2002 to 2030. PLoS Med
3(11): e442. doi:10. 1371/journal.pmed.0030442
Strausz J, Boszorményi Nagy Gy, Cseked A, és mtsai: A pulmonoldgiai intézmények 2010 évi epidemioldgiai és
miikodési adatai. Koranyi Bulletin 2011. 1
Szab6 T.: Haromszazezer ismeretlen betegért a COPD-r6l. Magyar Orvos 2006, 14: 23-26.
Somfay A, Jeney E: Spirometrias sziirés COPD-ben orszagos reprezentativ minta alapjan. Med. Thor. 2006;59:2-6.
Boszérményi Nagy Gy.: A kronikus obstruktiv 1égiti betegség (COPD) diagnosztikaja és kezelése, Med. Thor 2006;
57.157-170.
Vastag E.:A COPD klinikai és funkcionalis jellemz6i, diagnosztizalasa, progndzisa, Haziorvos Tovabbképzé Szemle
1996;1: 196-198.
Karolyi A.: Krdnikus obstruktiv tiidébetegség (COPD), Orvosi Hetilap, 2001;142: 2.
Hurd S: The impact of COPD on lung health worldwide: Chest. 2000;117:1S-4S.
Behrendt CE. Mild and moderate-to-severe COPD in non-smokers. Distinct demographic profiles. Chest 2005;
128:1239-44.
Anthonisen NR, Connett JE, Murray RP. Smoking and lung function of Lung Health Study participants after 11
years. Am J Respir Crit Care Med 2002; 166:675-9.
Eisner MD, Anthonisen N, Coultas D, és munkatarsai. An official American Thoracic Society public policy
statement: Novel risk factors and the global burden of chronic obstructive pulmonary disease. Am J respir Crit Care
Med 2010;182:693-718.
Lamprecht B, McBurnie MA, Vollmer WM, és munkatarsai. COPD in never smokers: results from the population-
based burden of obstructive lung disaese study. Chest 2011; 139:752-63.
Barker D.J., Godfrey K.M., Fall C. és mtsai: Relation of birthweight and childhood respiratory infection to adult lung
function and death from chronic obstructive airways disease. BMJ 1991; 303: 671-675.
Silverman EK, Weiss ST, Drazen JM, és mtsai. Gender-related differences in severe, early-onset chronic obstructive
pulmonary disease. AJCCM. 2000;162:2152—8
M. Foreman, L. Zhang, J. Murphy, és mtsai: Early-Onset Chronic Obstructive Pulmonary Disease Is Associated with
Female Sex, Maternal Factors, and African American Race in the COPDGene Study Am. J. Respir. Crit. Care Med.
2011, 184: 414-420.
Foreman MG, Zhang L, Murphy J, és munkatarsai. Early-onset chronic obstructive pulmonary disease is associated
with female sex, maternal factors, and African American race in the COPDGene Study. Am J Respir Crit Care Med
2011;184:414-20.
Silverman EK, Weiss ST, Drazen JM, és munkatarsai. Gender-related differences in severe, early-onset chronic
obstructive pulmonary disease. Am J Crit Care Med 2000;162:2152-8.
Lépez Varela MV, Montes de Oca M.: Variability in COPD: The PLATINO Study Viewpoint.Arch Bronconeumol.
2012;48(4):105-106
McCloskey SC, Patel BD, Hinchliffe SJ, Reid ED, Wareham NJ, Lomas DA. Siblings of patients with severe chronic
obstructive pulmonary disease have a significant risk of airflow obstruction. Am J Respir Crit Care Med
2001;164:1419-24.
Pillai SG, GE D, Zhu G, Kong X, Shianna KV, Need AD és munkatarsai. A genome-wide association study in
chronic obstructive pulmonary disease (COPD): identification of two major susceptibility loci. PLoS Genet
2009;5:1000421.
Repapi E, Sayers |, Wai LV, és munkatéarsai. Genome-wide association study identifies five loci associated with lung
function. Nat Genet 2010;42:36-44.

59



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.
44,

45.

46.

47.
48.

49.

50.
51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.
59.

60.

61.
62.

63.

64.
65.

66.

67.

68.

69.

70.

Foreman MG, Zhang L, Murphy J, és munkatarsai. Early-onset chronic obstructive pulmonary disease is associated
with female sex, maternal factors, and African American race in the COPDGene Study. Am J Respir Crit Care Med
2011;184:414-20.

Silverman EK, Weiss ST, Drazen JM, és munkatarsai. Gender-related differences in severe, early-onset chronic
obstructive pulmonary disease. Am J Crit Care Med 2000;162:2152-8.

Todisco T, de Benedictis FM, lannacci L, és munkatérsai. Mild prematurity and respiratory functions. Eur J Pediatr
1993;152:55-8.

Barker DJ, Godfrey KM, Fall C, Osmond C, Winter PD, Shaheen SO. Relation of birth weight and childhood
respiratory infection to adult lung function and death from chronic obstructive airways disease. BMJ 1991;303:671-5.
Stern DA, Morgan WJ, Wright AL, Guerra S, Martinez FD. Poor airway function in early infancy and lung function
by age 22 years: a non-selective longitudinal cohort study. Lancet 2007;370:758-64.

Crothers K HL, Goulet JL, Goetz MB, Brown ST. HIV infection and risk for incident pulmonary diseases in the
combination antiretroviral therapy era. Am J Respir Crit Care Med 2011;183:388-95.

Lam KB, Jiang Cq, Jordan RE, és munkatarsai. Prior TB, smoking, and airflow obstruction: a cross-sectional analysis
of the Guangzhou Biobank Cohort Study. Chest;137:593-600.

Jordan TS, Spencer EM, Davies P. Tuberculosis, bronchiectasis and chronic airflow obstruction. Respirology
2012;15:623-8.

World Health Report. Geneva: World Health Organization: http://www.who.int/whr/2000/en/statistics.htm;

ATS. Chronic bronchitis, asthma and pulmonary emphysema: statement by the Committee on Diagnostic Standards
for non Tuberculosous Respiratory Diseases. ARRD 1962; 5:762 —768

Morgagni JB. The seats and causes of diseases investigated by anatomy. London: Millar 1769;1:361 Hafner
Publishing. (in: Rooke GB.: The pathology of byssinosis. Chest. 1981;79:67S-71S)

Nas Es, Brisco WA Cournand A: The relationship between clinical and physiological findings in chronic obstructive
disease of the lungs. Med Thorac. 1965;22:305-27.

Brisco WA: The variability of behavior within the emphysematous lung. ARRD. 1959;80:136-7.

Snider GL, Kleinerman J, Thurlbeck WM, és mtsa:The definition of emphysema: report of a National Heart, Lung
and Blood Institute, Div. of Lung Diseases, Workshop. ARRD 1985;132: 182-185.

Han M.K, Agusti A, Calverley PM, és mtsai: COPD Phenotypes: The Future of COPD. AJRCCM, 2010;182: 598—
604.

Rennard Sl, Vestbo J. The many ,,small COPDs”:COPD should be an orphan disease. Chest 2008;134:623-627.

M. Weatherall, J. Travers, P.M. Shirtcliffe, és mtsai: Distinct clinical phenotypes of airways disease defined by
cluster analysis. ERJ 2009;34:812-818

Hanania NA, Miillerova H, Locantore NW, Vestbo és mtsai: A Determinants of depression in the ECLIPSE chronic
obstructive pulmonary disease cohort. Evaluation of COPD Longitudinally to Identify Predictive Surrogate Endpoints
(ECLIPSE) study investigators. AJCCM 2011;183:604-11.

Monso E, Rosell A, Bonet G, és munkatarsai. Risk factors for lower airway bacterial colonization in chronic
bronchitis. Eur Respir J 1999;13:338-42.

Gunen H, Hacievliyagil SS, Kosar F, és munkatarsai. Factors affecting survival of hospitalised patients with COPD.
Eur Respir J 2005;26:234-41.

Kanner RE,, Anthonisen NR, Connet JE. Lower respiratory illnesses promote FEV(1) decline in current smokers but
not ex-smokers with mild chronic obstructive pulmonary disease: results from the lung health study. Am J Respir Crit
Care Med

2001; 164:358-64.

Donaldson GC, Seemungal TA, Bhowmik A, Wedzicha JA. Relationship between exacerbation frequency and lung
function decline in chronic obstructive pulmonary disease. Thorax 2002;57:847-52.
http://www.goldcopd.org/guidelines-global-strategy-for-diagnosis-management.html 2011.

American Thoracic Society. Standards for the diagnosis and care of patients with chronic obstructive pulmonary
disease. AJCCM. 1995;152:578-121.

Siafakis N.M., Vermeire P., Pride N.B, és mtsai: Optimal assesment and management of chronic obstructive
pulmonary disease (COPD) ERJ. 1995;8:1398-1420.

http://www.catesonline.org

Anthonisen NR, Connett JE, Murray RP, for the Lung Health Study Research Group. Smoking and lung function of
Lung Health Study participants after 11 years. AJCCM 2002;166: 675-679.

Agusti AG, Noguera A, Sauleda J és mtsai: Systemic effects of chronic obstructive pulmonary disease. ERJ
2003;21:347-360.

Wagner PD. Possible mechanisms uderlying ther development of cachexia in COPD. Eur Respir J 2008;31:492-501.
American Thoracic Society an European Respiratory Society. Skeletal muscle dysfunction in chronic obstructive
pulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med 1999;159:S1-40.

Mannino DM, Thorn D, Swensen A, Holguin F. Prevalence and outcomes of diabetes in COPD. Eur Respir J
2008;32:962-9.

Skillrud DM, Offord KP, Miller RD. Higher risk of lung cancer in chronic obstructive pulmonary disease. A
prospective, matched, controlled study. Ann Intern Med 1986;105:503-7.

Tockman MS, Anthonisen NR, Wright EC, Donithan MG. Airways obstruction and the risk for lung cancer. Ann
Intern Med 1987;106:512-8.

J. B. Soriano, G. T. Visick, H. Muellerova, N. és mtsai: Patterns of Comorbidities in Newly Diagnosed COPD and
Asthma in Primary Care. Chest 2005;128;2099-2107

Wouters EF, Creutzberg EC, Schols AM. Systemic effects in COPD. Chest 2002;121:127S-130S

60



71.

72.

73.
74.

75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.

99.

100.

101

102.

103.

104.

Donaldson GC, Hurst JR, Smith CJ, és mtsai: Increased risk of myocardial infarction and stroke following
exacerbation of COPD. Chest 2010; 137:1091-97.

Fabbri LM, Beghé B, Agusti A. Cardiovascular mechanisms of death in severe COPD exacerbation: time of thinking
and acting beyond guidelines. Thorax 2011; 66:745-47.

Fabbri LM, Luppi F, Beghe B, és mtsa: Complex chronic comorbidities of COPD. ERJ 2008; 31:204-12.

K F Rabe, J A Wedzicha: Controversies in treatment of chronic obstructive pulmonary disease. Lancet 2011; 378:
1038-47

Agusti AG, Noguera A, Sauleda J és mtsai: Systemic effects of chronic obstructive pulmonary disease. ERJ;
2003;21:347-360.

K. Gruffydd-Jonesa, C. Loveridgeb The 2010 NICE COPD Guidelines: how do they compare with the GOLD
guidelines? Prim Care Respir J 2011; 20:199-204

Vastag E.: A stabil COPD farmakoterapiaja. Med. thor. 2004; Suppl. 1-15.

C. Fletcher, R. Peto: The natural history of chronic airflow obstruction. BMJ, 1977;1:1645-1648

Csanky E.: A COPD gyogyszeres kezelése napjainkban és a jovben, Csaladorvosi Forum 2006/9 12-18.

C. M Kozma, A. L. Paris, C. és mtsa: Comparison of resource use by COPD patients on inhaled therapies with long-
acting bronchodilators: a database study BMC Pulmonary Medicine 2011; 11:61

G. K, Mclvor RA, Xie F, Blackhouse G, R és mtsai: Triple therapy for the management of COPD. COPD
2011,8:206-43.

Penning-van Beest F, van Herk-Sukel M, Gale R, és mtsai: Three-year dispensing patterns with long-acting inhaled
drugs in COPD: a database analysis. Respir Med. 2011;105:259-65.

J R, Ostrem A. Optimizing pharmacological maintenance treatment for chronic obstructive pulmonary disease in
primary care. Prim Care Respir J. 2010;20:33-45.

Z. Csontos, J. Kappelmayer, E. Csanky: Oral sustained-release theophyllin (Retafyllin) Designed by ABBOTTBASE
pharmacokinetic software ERJ 1995; 8:519:99.

Vaské A, Sz. Kiss S., Dévényi K., Ordég Cs., Szilasi M., Csanky E.: A volumenreductios miitét, mint kezelési
lehet6ség korai stadiumu COPD terapidjaban. Orvosi Hetilap 2006;147:43:2091-2096.

Loring S.H., Leith D.E., Conolly M.J. és mtsai: Model of function restriction in chronic obstructive pulmonary
disease, transplantation, and lung reduction surgery. AJRCCM, 1999; 160, 821-828

Csanky E., Szabo P., Vaskd A. és mtsai: Végstadiumu tiiddébetegségben szenvedd betegek kezelése. Orvosi Hetilap,
2003; 15, 691-699

Csanky E: A betegek kivalasztasa tiid6transzplantaciora és kezelésiik a varolistan. Orvosi Hetilap 2006;147:2069-
2074.

Csanky E. Boros P.: Sziv és tlid6transzplantacio, Klinikai Immunologia Szerk. Dr. Czirjak Lasz16 680-683. Medicina
kényvkiado, Budapest, 2006;

Rabe KF, Wedzicha JA: Controversies in treatment of chronic obstructive pulmonary disease. Lancet.
2011:378:1038-1047.

Lawes CM, Thornley S, Young R, és mtsai: Statin use in COPD patients is associated with a reduction in mortality: a
national cohort study. Prim Care Respir J. 2012;21:35-40.

Mahler D.A., Huang S., Tabrizi M., és mtsai: Efficacy and safety of a monoclonal antibody recognizing interleukin-8
in COPD: a pilot study. Chest 2004; 126: 926-934.

Rennard S.1., Fogarty C., Kelsen S. és mtsai: The Safety and Efficacy of Infliximab in Moderate-To-Severe Chronic
Obstructive Pulmonary Disease. AJRCCM. 2007; 175: 926-934.

Calverley P.M., Rabe K.F., Goehring U.M. és mtsai: Roflumilast in symptomatic chronic obstructive pulmonary
disease: two randomised clinical trials. Lancet 2009; 374: 685-694.

Fabbri L.M., Calverley P.M., I1zquierdo-Alonso J.L. és mtsai: Roflumilast in moderate-to-severe chronic obstructive
pulmonary disease treated with longacting bronchodilators: two randomised clinical trials. Lancet 2009; 374: 695—
703.

De Swert KO, Joos GF: Extending the understanding of sensory neuropeptides. Eur J Pharm. 2006; 533: 171-81.

Mao J.T., Goldin J.G., Dermand J. és mtsai: A pilot study of alltrans-retinoic acid for the treatment of human
emphysema. AJRCCM. 2002; 165: 718-723.

Roth M.D., Connett J.E., D’Armiento J.M. és mtsai: Feasibility of retinoids for the treatment of emphysema study.
Chest 2006; 130: 1334-1345.

Massaro G., Massaro D. Retinoic acid treatment abrogates elastase-induced pulmonary emphysema in rats. Nature
Medicine 1997; 3: 675-677.

Vestbo J, Tan L, Atkinson G, Ward J; UK-500,001 Global Study Team. Csanky E, Namenyi M, Mark Z: A
controlled trial of 6-weeks' treatment with a novel inhaled phosphodiesterase type-4 inhibitor in COPD. ERJ 2009;
33:1039-44.

Dr. Csanky Eszter: A kronikus obstruktiv tidobetegség patogenezise — legfontosabb ismereteink 2011-ben.
Orvostovabbképzd szemle 2011;18;10. 11-18

Lange P., Parner J., Vestbo J és mtsai: A 15-yearfollow-up study of ventilatory function in adults with asthma. NEJM
1998; 339: 1194-1200.

McCloskey SC, Patel BD, Hinchliffe SJ, Reid ED, Wareham NJ, Lomas DA. Siblings of patients with severe chronic
obstructive pulmonary disease have a significant risk of airflow obstruction. AJRCCM 2001;164:1419-24.

E K. Silverman: Progress in Chronic Obstructive Pulmonary Disease Genetics. Proc Am Thorac Soc 2006; 3:405—
408

61



105

106.

107.

108.

109.

110.

111

112.
113.

114

115.
116.

117.

118.

119

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.
128.

129.

130.
131

132.
133.

134.

135.
136.

137.
138.

139

140.

. M D. Eisner, N Anthonisen, D Coultas, és mtsai, Environmental and Occupational Health Assembly Committee on
Nonsmoking COPD. ATS Doc.An Official American Thoracic Society Public Policy Statement: Novel Risk Factors
and the Global Burden of Chronic Obstructive Pulmonary Disease AJRCCM 2010; 182:693-718

Penyige A, Poliska Sz, Csanky E, és mtsai: Analyses of association between PPAR gamma and EPHX1
polymorphisms and susceptibility to COPD in a Hungarian cohort, a case-control study. BMC Medical Genetics
2010; 11:152-159

Peter J. Castaldi, Michael H. és mtsai:: The COPD genetic association compendium: a comprehensive online
database of COPD genetic associations. Human Molecular Genetics, 2010;19:526-534

Poliska S, Csanky E, Szanto A, Takacs L, és mtsai: Respiration. Chronic Obstructive Pulmonary Disease-Specific
Gene Expression Signatures of Alveolar Macrophages as well as Peripheral Blood Monocytes Overlap and Correlate
with Lung Function. Respiration. 2011;81:499-510

Castaldi P.J., Cho M.H., Cohn M. és mtsai: The COPD genetic association compendium: a comprehensive online
database of COPD genetic associations. Hum. Mol. Genet. 2009;19:526-534.

S I. Rennard: Pathogenesis of chronic obstructive pulmonary disease. Pneumon. Alergol. Pol. 2011;79:132-138

.Dr. Szdnyi Lészlo: Alfa-1 antitripszin hidny jeletdsége gyermekkori majbetegségekben és mas immun-
pathomechanizmust kdrképekben. Doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

Stoller JK, Aboussouan LS. Alphal-antitrypsin deficiency. Lancet 2005;365:2225-2236.

Stanescu D, Sanna A, Veriter C., és mtsai: Airways obstruction, chronic expectoration, and rapid decline of FEV1 in
smokers are associated with increased levels of sputum neutrophils. Thorax. 1996;51:267-71.

. Jeffery PK: Structural and inflammatory changes in COPD Thorax, 1998;53:129

Seatta M: Airway inflammation in chronic obstructive pulmonary disease. AIRCCM, 1999;160:517-20.

Majo J., Ghezzo H., Cosio MG.: Lymphocyte population and apoptosis in the lungs of smokers and their relation to
emphysema. ERJ 2001; 17:946-53.

Park JA, He F, Martin LD, és mtsai:Human neutrophil elastase induces hypersecretion of mucin from well-
differentiated human bronchial epithelial cells in vitro via a protein kinase C  fmediated mechanism. Am. J. Pathol.
2005;167:651-661.

Barnes PJ Mediators of chronic obstructive pulmonary disease. Pharmacol Rev.2004; 56: 515-48.

. Saetta M, Baraldo S, Corbino L és mtsai: CD8+ cells in the lungs of smokers with chronic obstructive pulmonary
disease. AJRCCM 1999; 160:711-7

O'Shaughnessy TC, Ansari TW, Barnes NC, és mtsai: Inflammation in bronchial biopsies of subjects with chronic
bronchitis: inverse relationship of CD8+ T lymphocytes with FEV1. AJRCCM 1997;155:852-7

Chrysofakis G, Tzanakis N, Kyriakoy D, és mtsai: Perforin expression and cytotoxic activity of sputum CD8+
lymphocytes in patients with COPD. Chest. 2004, 125:71-76.

Saetta M, Mariani M, Panina-Bordignon P, és mtsai: Increased expression of the chemokine receptor CXCR3 and its
ligand CXCL10 in peripheral airways of smokers with chronic obstructive pulmonary disease. AJRCCM
2002;165:1404-9

Magnan AO, Mély LG, Camilla CA, és mtsai: Assessment of the Th1/Th2 paradigm in whole blood in atopy and
asthma. Increased IFN-gamma-producing CD8(+) T cells in asthma.AJRCCM 2000;161:1790-6.

Yousaf N, Birring SS, Pavord ID. The long-term outcome of patients with unexplained chronic cough. Thorax
2009;64: A16

Hogg J.C, Chu F., Utokaparch S. és mtsai: The nature of smallairway obstruction in chronic obstructive pulmonary
disease. N. Engl. J. Med. 2004; 350: 2645-2653.

Lee S.H., Goswami S., Grudo A. és mtsai: Antielastin autoimmunity in tobacco smoking-induced emphysema. Nat.
Med. 2007; 13: 567-569

Salvi SS, Barnes PJ. Chronic obstructive pulmonary disease in non-smokers. Lancet 2009; 374: 733-43.

Birring SS, Morgan AJ, Prudon B, és mtsai: Respiratory symptoms in patients with treated hypothyroidism and
inflammatory bowel disease. Thorax 2003; 58: 533-36.

Barnes PJ. Increased exhaled nitric oxide in asthma is mainly derived from the lower respiratory tract. JRCCM
1996;153:1773-1780.

Brightling CE. Clinical applications of induced sputum. Chest 2006;129:1344-1348

Papi A, Romagnoli M, Baraldo S, ésmtsai: Partial reversibility of airflow limitation and increased exhaled NO and
sputum eosinophilia in chronic obstructive pulmonary disease. AJRCCM 2000; 162: 1773-7.

Barnes PJ, Shapiro SD, Pauwels RA. COPD: molecular and cellular mechanisms. ERJ 2003;22(4):672-88.

Carnevali S., Nakamura Y., Mio T. és mtsai: Cigarette smoke extract inhibits fibroblast-mediated collagen gel
contraction. Am. J.Physiol. 1998; 274: L591-1L598.

Togo S., Holz O., Liu X. és mtsai: Lung fibroblast repair functions in patients with chronic obstructive pulmonary
disease are altered by multiple mechanisms. AJRCCM. 2008; 178: 248-260.

Ito K, Barnes PJ. COPD as a disease of accelerated lung aging. Chest 2009; 135: 173-180.

MacNee W. Pulmonary and systemic oxidant/antioxidant imbalance in COPD. Proc. Am. Thorac. Soc. 2005; 2: 50-
60.

Hogg JC: Pathophysiology of airflow limitation in chronic obstructive pulmonary disease.Lancet 2004; 364:709-21.
Barnes P.J. The cytokine network in asthma and COPD. J. Clin. Invest. 2008; 118: 3546-3556

.Csanky E. Rihl R, Scholtz B és mtsai: Lipid metabolite levels of prostaglandin D2 and eicosapentaenoic acid
recovered from bronchoalveolar lavage fluid correlate with lung function of chronic obstructive pulmonary disease
patients and controls. Electrophoresis 2009; 30, 1-7

Arima M, Fukuda T: Prostaglandin D2and T(H)2 inflammation in the pathogenesis of bronchial asthma. Korean J
Intern Med. 2011;26:8-18.

62



141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154

155.

156

157.
158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.
165.

166.
167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175

Choi J, Zhang W, Gu X,: Lysophosphatidylcholine is generated by spontaneous deacylation of oxidized
phospholipids. Chem Res Toxicol. 2011;24:111-8.

Lin P, Welch EJ, Gao XP, Malik AB, Ye RD. Lysophosphatidylcholine modulates neutrophil oxidant production
through elevation of cyclic AMP. J Immunol. 2005;174:2981-9.

Weylandt KH, Chiu CY, Gomolka B, és mtsai: Omega-3 fatty acids and their lipid mediators: Towards an
understanding of resolvin and protectin formation. Prostaglandins Other Lipid Mediat. 2012;97:73-82.

de Batlle J, Sauleda J, Balcells E, és mtsai: Association between Q3 and Q6 fatty acid intakes and serum
inflammatory markers in COPD. J Nutr Biochem. PubMed PMID: 21889886.

Zhu D, Medhora M, Campbell WB, és mtsai: Chronic hypoxia 567activates lung 15-lipoxygenase, which catalyzes
production of 15-HETE and 568 enhances constriction in neonatal rabbit pulmonary arteries. Circulation Research
2003;56992: 992-1000

Robinson NE, Derksen FJ, Olszewski MA, és mtsai: The pathogenesis of chronic obstructive pulmonary disease of
horses. Br Vet J. 1996;152:283-306.

Zhao J, O'Donnell VB, Balzar S, és mtsai: 15-Lipoxygenase 1 interacts with phosphatidylethanolamine-binding
protein to regulate MAPK signaling in human airway epithelial cells. PNAS 2011;108:14246-51.

Yuan H, Li MY, Ma LT, és mtsai: 15-Lipoxygenases and its metabolites 15(S)-HETE and 13(S)-HODE in the
development of non-small cell lung cancer. Thorax. 2010; 65:321-6.

Togo S., Holz O., Liu X. és mtsai: Lung fibroblast repair functions in patients with chronic obstructive pulmonary
disease are altered by multiple mechanisms. AJRCCM. 2008; 178: 248-260.

Aoshiba K., Nagai A. Senescence hypothesis for the pathogenetic mechanism of chronic obstructive pulmonary
disease. Proc. Am. Thorac. Soc. 2009; 6: 596-601.

C Svanes, J Sunyer, E Plana, és mtsai: Early life origins of chronic obstructive pulmonary disease Thorax 2010 65:
14-20

Issac HJ., Veenstra TD.: The role of electrophoresis in disease biomarker discovery. Electrophoresis 2007, 28: 1980-
1988.

Pin I, Gibson, PG, Kolendovicz R, és mtsai: Use of induced sputum cell counts to investigate airway inflammation in
asthma. Thorax 1992; 47:25-29.

. Christopher E. Brightling, D.: Clinical Applications of Induced Sputum. Chest. 2006; 129:1344-1348.

Djukanovic R, Sterk PJ, Fahy JV, és mtsai:. Standardised methodology of sputum induction and processing. ERJ
2002;20: Suppl. 37 1s-55s.

. Kharitonov SA, Barnes PJ. Exhaled markers of pulmonary disease. AJRCCM, 2001;163:1693-1722.

Kharitonov SA, Barnes PJ Exhaled biomarkers.Chest. 2006;130:1541-6.

Nightingale JA, Rogers, DF, Barnes PJ: Effect of repeated sputum induction on cell counts in normal volunteers.
Thorax, 1998; 53: 87

Tomita K, Caramori G, Lim S, és mtsai: Increased p21(CIP1/WAF1) and B cell lymphoma leukemia-x(L) expression
and reduced apoptosis in alveolar macrophages from smokers.AJRCCM 2002;166: 724-31.

Hill AT, Bayley D, Stockley RA,: The interrelationship of sputum inflammatory markers in patients with chronic
bronchitis. AJRCCM 1999; 160:893-8.

Traves SL, Culpitt SV, Russell RE, és mtsai: Increased levels of the chemokines GRO alpha and MCP-1 in sputum
samples from patients with COPD. Thorax 2002; 57: 590.

Rahman 1., Kelly F.: Biomarkers in breath condensate: a promising new non-invasive technique in free radical
research Free Radic Res. 2003; 37:1253-1266.

Antzack A., Gorski P.: Markers of pulmonary diseases in exhaled breath condensate. Int. J. Occupational Med. and
Environmental Health, 2002;15: 317-323.

Kharitonov SA, Barnes PJ: Exhaled markers of inflammation. Curr Opin Allergy Clin Immun. 2001;1:217-224.
Montuschi P, Barnes PJ. Roberts LJ: Isoprostanes: markers and mediators of oxidative stress. FASEB J
2004;18:1791-1800.

Csanky E, Takacs L: A biomarkerek szerepe a COPD pathogenezisében Tiidégyogyaszat, 2007, 12: 3-11.

Traves SL, Smith SJ, Barnes PJ, és mtsai: Specific CXC but not CC chemokines cause elevated monocyte migration
in COPD: a role for CXCR2.J Leukoc Biol. 2004;76:441-50.

Hodge SJ, Hodge GL, Reynolds PN, és mtsai: Increased production of TGF-beta and apoptosis of T lymphocytes
isolated from peripheral blood in COPD.Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2003; 285:492-9.

Gan WQ, Man SFP, Senthilselvan A, Sin DD. Association between chronic obstructive pulmonary disease and
systemic inflammation: a systematic review and a meta-analysis. Thorax 2004;59:574-580.

Stolz D, Christ-Crain M , Bingisser R , és mtsai:Antibiotic treatment of exacerbations of COPD: a randomized,
controlled trial comparing procalcitonin-guidance with standard therapy. Chest 2007; 131:119

Franciosi LG, Page CP, Celli BR, és mtsai: Markers of exacerbation severity in chronic obstructive pulmonary
disease. Respir Res. 2006; 7:74.

Igishi T, Hitsuda Y, Kato K, és mtsai: Elevated urinary 8-hydroxydeoxyguanosine, a biomarker of oxidative stress,
and lack of association with antioxidant vitamins in chronic obstructive pulmonary disease. Respirology. 2003;8:455-
60.

Takacs L, Parallel Biology: A Systematic Approach to Drug Target and Biomarker Discovery in Chronic Obstructive
Pulmonary Disease in Immunogenomics and Human Disease, Wiley and Sons Ltd. Ed: A. Falus. 2005.

Quanjer PH, Tammeling GJ, Cotes JE, Pedersen OF, Peslin R, Yernault J-C. Lung volume and forced ventilatory
flows. Report Working Party Standardization of Lung Function Tests, European Community for Steel and Coal.
Official Statement of the ERJ. 1993; 6: Suppl. 16, 5-40.

. M.R. Miller, J. Hankinson, V. Brusasco, F. és mtsai: Standardisation of spirometry. Eur Respir J 2005; 26: 319-338

63



176

177.

178.
179.

180.

181.

182

183.

184

185.

186.

187.
188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

. H. Klech' and C. Hutter Clinical guidelines and indications for bronchoalveolar lavage (BAL) : Report of the
European Society of bPneumology Task Group on BAL Eur Respir J 1990, 3, 937-974

E. Csanky, P. Olivova, E. Rajnavolgyi, és mtsai: Monoclonal Antibody Proteomics: Discovery and Pre-Validation of
COPD Biomarkers in a Single Step. Elektroforézis 2007; 28:4401-4406

Harlow, E., Lane, D., Antibodies: a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, 1988.
Bristol, L. A., Finch, L., Romm, E. :Characterization of a novel rat thymocyte costimulating antigen by the
monoclonal antibody 1.3.Immunol. 1992;148:332-338.

Ruhl, R.: Method to determine 4-oxo-retinoic acids, retinoic acids and retinol in serum and cell extracts by liquid
chromatography/diode-array detection atmospheric pressure chemical ionisation tandem mass spectrometry. Rapid.
Commun. Mass Spectrom, 2006; 20:2497-2504.

Koéhler, G:Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined specificity.Nature.1975;256:495-506.

. Schrattenholz A., Groebe K.: What does it need to be a biomarker? Relationships between resolution differential
quantification and statistical validation of protein surrogate biomarkers. Electrophoresis 2007; 28:1970- 1979.
Tzortzaki EG, Lambiri I, Vlachaki E, és mtsai: Biomarkers in COPD. Curr Med Chem. 2007; 14:1037-48.

. Tzortzaki EG, Tsoumakidou M, Makris D és mtsai: Laboratory markers for COPD in "susceptible” smokers. Clin
Chim Acta. 2006;364:124-38.

Righetti PG, Castagna A, Antonucci F, és mtsai: Proteome analysis in the clinical chemistry laboratory: myth or
reality? Clin Chim Acta. 2005;357:123-39.

Gilbert K, Figueredo S, Meng XY, Yip C, Fung ET. Serum protein-expression profiling using the ProteinChip
biomarker system. Methods Mol Biol. 2004;264:259-69.

Albrethsen J. Reproducibility in protein profiling by MALDI-TOF mass spectrometry. Clin Chem. 2007;53:852-8.
Qian WJ, Jacobs JM, Liu T, Camp DG 2nd, Smith RD. Advances and challenges in liquid chromatography-mass
spectrometry-based proteomics profiling for clinical applications. Mol Cell Proteomics. 2006;10:1727-44.

YJ, Zhan P, Feild B, Ruben SM, He T. Reproducibility assessment of relative quantitation strategies for LC-MS
based proteomics. Anal Chem. 2007; 79:5651-8.

Maurya P, Meleady P, Dowling P, Clynes M. Proteomic approaches for serum biomarker discovery in cancer.
Anticancer Res. 2007; 3A::1247-55.

Yocum AK, Busch CM, Felix CA, Blair IA. Proteomics-based strategy to identify biomarkers and pharmacological
targets in leukemias with t(4;11) translocations. J Proteome Res. 2006;10:2743-53.

Zieske LR. A perspective on the use of iTRAQ reagent technology for protein complex and profiling studies. J Exp
Bot. 2006;57:1501-8.

Borrebaeck CA, Wingren C: High-throughput proteomics using antibody microarrays: an update. Expert Rev Mol
Diagn. 2007;7:673-686.

Montuschi P, Kharitonov SA, Ciabattoni G, Barnes PJ. Exhaled leukotrienes and prostaglandins in COPD. Thorax
2003;8:585-8.

Stebbins KJ, Broadhead AR, Baccei és mtsai: Pharmacological blockade of the DP2 receptor inhibits cigarette
smoke-induced inflammation, mucus cell metaplasia, and epithelial hyperplasia in the mouse lung. J Pharmacol Exp
Ther. 2010;332:764-75.

Norman P. DP(2) receptor antagonists in development. Expert Opin InvestigDrugs. 2010;19:947-61

64



8. TARGYSZAVAK

COPD,

Biomarker,

Monoklonalis antitest,
Lipidek,
Bronchoalveolaris lavage,
Légzésfunkcio
Emphysema

Kronikus bronchitis
Dohanyzas
Prosztaglandin D,

8.1 KEY WORDS

COPD

Biomarker

Monoclonal antibody
Lipids

Bronchoalveolar lavage
Lung function
Emphysema

Chronic bronchitis
Smoking

Prostaglandin D,

65



9. KOSZONETNYILVANITAS

Hatékony tudoméanyos munkat csak csapatok tudnak végezni. Az eredmények eléréséhez segit6k
munkatarsak kellenek. A felsorolds teljessége nélkil kdszondm munkatarsaimnak munkajat,
tAmogatasat, segitségét.

DR. TAKACS LASzZLO AKADEMIKUS Urral a k6z6s munkank 1999-ben kezd6dott. Olyan kutatasi,
gondolkozasi, oknyomozasi szemléletet tanitott nekem, amely nélkil a hatkbznapi munkaimat is
kevesbé sikeresem tudndm végezni. — Lehetéséget teremtett arra, hogy a DIMITRI MONOS
PROFESSZOR UR philadelphiai laboratériumaban elkezdett tudomanyos kutatdsaimat tudjam
Magyarorszagon folytatni.

DR. GERGELY PAL AKADEMIKUS UR, — a DEOEC tudomanyos igazgatoja — engem jeldlt ki a
Pfizerrel végzett COPD alapkutatési kooperacid Klinikus vezetéjének 1999-ben.

DR. FESUS LASZLO AKADEMIKUS UR biztositotta a szakmai és tudomanyos hatterét munkéanknak.
A Ph.D. megirasara 0szténzott

DEOEC TUDOGYOGYASZATI KLINIKAN kOszondm munkatarsaimnak, a klinikai team-nek a
lekiismeretes magas szinvonali munkajat, azt a timogatast és azt a szeretetet, amelyet mostoha
korilmények kozott vegzett munkank soradn kaptam télik. Koszondm a klinikai team minden
tagjanak kilon-kilon a sgitségét!

A KLINIKAI TEAM TAGJAI: BODNAR ZSUzZSA, DR. CsAPO KALMANNE, DR. DEVENYI KATALIN,
DR. DEzZSO BALAZS, RADULY MARIA, DR. SzABO PETER, DR. Sz. KISsS SANDOR, TOLGYESI
TITANILLA, DR. VASKO ATTILA

DEOEC BIOKEMIAI ES MOLEKULARIS BIOLOGIAI INTEZET MUNKATARSAI A KUTATO
CSAPAT: DR. NAGY LASZLO AKADEMIKUS UR, DR. SCHOLTZ BEATA — a kozel 10 éves munka
tudomanyos tervezésének a meghatarozé tényez6i voltak, és a laboratoriumi vizsgalatok
Kivitelezésének ranyitoi.

A KUTATO CSOPORT TAGJA: (a teljesség igénye nélkil) DR. SZATMARI ISTVAN, DR. SZANTO
ATTILA, DR. RALPH RHUL, DR. BUSLIG JULIA, FURTOS IBOLYA, DR. POLISKA SZILARD, DR.
PENYIGE ANDRAS

DR. RAINAVOLGYI EVA PROFESSZOR ASSZONY meghatarozO szerepet atszott a proteomikai
munkank megvaldsitasaban

BIOSYSTEMS INTERNATIONAL MAGYARORSZAGI CSAPATANAK MUNKAJAT: ELESNE TOTH
KATALIN, DR. GUTTMAN ANDRAS AKADEMIKUS UR, DR. KADAS JANOS, DR. KURUCZ ISTVAN.
BIOSYSTEMS INTERNATIONAL FRANCIAORSZAGI DOLGOZOINAK MUNKAJAT: WILLIAM
HEMPEL, MARIANA KURAS, WILLIAM HANCOCK, BARRY KARGER,

KOszONOM A PFIZER FRESNES — SANDWICH kutatinak a munkajat.

A KUTATO CSAPAT TAGJAL: PETRA OLIVOVA, WILLIAM HEMPEL, NADEGE TARDIEU, ANNE
JULLIEN, CAROLE MALDERES-BLOES, MARIANA KURAS, MANUEL DUVAL WILLIAM HANCOCK,
BARRY KARGER,

Koszéndm JELENLEGI MUNKATARSAIM, MISKOLCI SEMMELWEIS IGNAC Egészséglgyi
Kozpont és Egyetemi Oktatd KORHAz Non Profit Kft. TUDOGYOGYASZATI OSZTALY
DOLGOZOINAK és a KORHAZ VEZETESENEK, hogy mellettem alltak, és segitettek a disszertacio
befejezésében és az utolsd simitasokban.

Végul, de nem utolso sorban a munkéak alatt a CSALADOM volt a segité hattér és a szenvedd alany
egyidében — ISTVAN, LILI, ES LEVENTE.

66



10. FUGGELEK:
A PH.D ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK
MELLEKELVE

Csanky, E., Ruhl, R., Scholtz, B., Vasko, A., Takacs, L., Hempel, W.: Lipid metabolite levels
of prostaglandin D2 and eicosapentaenoic acid recovered from bronchoalveolar lavage fluid
correlate with lung function of chronic obstructive pulmonary disease patients controls.
Electrophoresis. 30 (7), 1228-1234, 2009.

DOI: http://dx.doi.org/10.1002/elps.200800722 IF:3.077

Csanky, E., Olivova, P., Rajnavélgyi, E., Hempel, W., Tardieu, N., Elesné T6th, K., Jullien,
A., Malderez-Bloes, C., Kuras, M., Duval, M.X., Nagy, L., Scholtz, B., Hancock, W., Karger,
B., Guttman, A., Takacs, L.: Monoclonal antibody proteomics: Discovery and prevalidation of
chronic obstructive pulmonary disease biomarkers in a single step.

Electrophoresis. 28 (23), 4401-4406, 2007.

DOI: http://dx.doi.org/10.1002/elps.200700256 IF:3.609

Csanky E.: A kronikus obstruktiv tiidébetegség patogenezise: Legfontosabb ismereteink
2011-ben.
Orvostovabbk. Szle. 18 (10), 11-18, 2011.

Csanky E., Takéacs L.: A biomarkerek szerepe a COPD patogenezisében és diagnosztikajaban.
Tiidégyogydszat 1 (12), 3-11, 2007.

Csanky E.: A betegek kivalasztasa tiid6transzplantaciora és kezelésiik a vardlistan toltott id6
alatt.
Orv. Hetil. 147 (43), 2069-2074, 2006.

Vaskd A., Kiss S.S., Dévényi K., Ordog C., Szilasi M., Csanky E.: A volumenredukcios

crer

Orv. Hetil. 147 (43), 2091-2096, 2006.

Csanky E.: A COPD gyogyszeres kezelése napjainkban és a jovOben.
Csaladorv. F. 9, 12-18, 2006.

67


http://dx.doi.org/10.1002/elps.200800722
http://dx.doi.org/10.1002/elps.200700256

68



69



70



71



72



73



74



75



76



77



78



79



80



81



82



83



84



85



86



87



88



89



90



91



92



93



94



95



96



97



98



99



100



101



102



103



104



105



106



107



108



109



110



111



112



113



114



115



7.2 IDEZETT KOZLEMENYEK

! http://iwww.goldcopd.org/guidelines-global-strategy-for-diagnosis-management.html

2 Shapiro S.D., Reilly J.J.J., Rennard S.I. Chronic Bronchitis and Emphysema. In: Mason R.J., Martin T.R., King T.E., és

mtsai (eds.). Nadel Textbood of RespiratoryMedicine, Vol. I. Saunders, Philadelphia 2010; 919-967.

8 Viegi G, Pistelli F, Sherrill DL, és mtsa: Definition, epidemiology and natural history of COPD. ERJ, 2007; 30: 993-1013.

4 European Respiratory Society/European Lung Foundation. European Lung White Book. The First Comprehensive Survey on

Respiratory Health in Europe. Loddenkemper R, Gibson GJ, Sibille Y, eds. Sheffield, ERSJ, 2003.

% Fukuchi Y, Nishimura M, Ichinose M, et al. COPD in Japan:the Nippon COPD Epidemiology study. Respirology 2004;

9:458-465

® COPD prevalence in 12 Asia-Pacific countries and regions: projections based on the COPD prevalence estimation model.

Respirology. 2003;8:192-8

" Anto J.M., Vermeire P., Vestbo J., és mtsa: Epidemiology of chronic obstructive pulmonary disease. ERJ, 2001;17:982-994.

8 C. Raherison, P. O. Girodet: Epidemiology of COPD. Eur Respir Rev 2009;18:213-221

® Mathers CD, Loncar D (2006) Projections of global mortality and burden of disease from 2002 to 2030. PL0oS Med 3(11):

e442. doi:10. 1371/journal.pmed.0030442

10 Gershon AS, Warner L, Cascagnette P, és mtsa: Lifetime risk of developing chronic obstructive pulmonary disease: a

longitudinal population study. Lancet. 2011;378:991-996.

11 Viegy G, Scognamilio A, Baldacci S és mtsai: Epidemiology of chronic pulmonary disease (COPD). Respiration, 2001;

68: 4-19.

2 Murray CJL, Lopez AD. Evidence-based health policy-lessons from the Global Burden of Disease Study. Science 1996;

274:740-743.

¥ Rennard S, Vestbo J.:COPD: the dangerous under estimated of 15%. Lancet 2006; 367:1216-1219.

14 Mathers CD, Loncar D (2006) Projections of global mortality and burden of disease from 2002 to 2030. PLoS Med 3(11):

e442. doi:10. 1371/journal.pmed.0030442

15 Strausz J, Boszorményi Nagy Gy, Cseked A, és mtsai: A pulmonoldgiai intézmények 2010 évi epidemiologiai és miikodési

adatai. Koranyi Bulletin 2011. 1

16 5z7ab6 T.: Haromszazezer ismeretlen betegért a COPD-18l. Magyar Orvos 2006, 14: 23-26.

Y Somfay A, Jeney E: Spirometriés sziirés COPD-ben orszagos reprezentativ minta alapjan. Med. Thor. 2006;59:2-6.

18 Boszorményi Nagy Gy.: A krénikus obstruktiv 1éguti betegség (COPD) diagnosztikaja és kezelése, Med. Thor 2006;

57.157-170.

9 Vastag E:A COPD klinikai és funkcionalis jellemz&i, diagnosztizalasa, prognézisa, Haziorvos Tovabbképzé Szemle

1996;1: 196-198.

2 Karolyi A.: Kronikus obstruktiv tiidébetegség (COPD), Orvosi Hetilap, 2001;142: 2.

2L Hurd S: The impact of COPD on lung health worldwide: Chest. 2000;117:15-4S.

22 Behrendt CE. Mild and moderate-to-severe COPD in non-smokers. Distinct demographic profiles. Chest 2005; 128:1239-
44,

28 Anthonisen NR, Connett JE, Murray RP. Smoking and lung function of Lung Health Study participants after 11 years. Am J

Respir Crit Care Med 2002; 166:675-9.

2 Eisner MD, Anthonisen N, Coultas D, és munkatérsai. An official American Thoracic Society public policy statement:
Novel risk factors and the global burden of chronic obstructive pulmonary disease. Am J respir Crit Care Med 2010;182:693-
718.

% Lamprecht B, McBurnie MA, Vollmer WM, és munkatarsai. COPD in never smokers: results from the population-based
burden of obstructive lung disaese study. Chest 2011; 139:752-63.

% Barker D.J., Godfrey K.M., Fall C. és mtsai: Relation of birthweight and childhood respiratory infection to adult lung
function and death from chronic obstructive airways disease. BMJ 1991; 303: 671-675.

27 Silverman EK, Weiss ST, Drazen JM, és mtsai. Gender-related differences in severe, early-onset chronic obstructive
pulmonary disease. AJCCM. 2000;162:2152-8

% M. Foreman, L. Zhang, J. Murphy, és mtsai: Early-Onset Chronic Obstructive Pulmonary Disease Is Associated with
Female Sex, Maternal Factors, and African American Race in the COPDGene Study Am. J. Respir. Crit. Care Med. 2011,
184: 414-420.

? Foreman MG, Zhang L, Murphy J, és munkatarsai. Early-onset chronic obstructive
pulmonary disease is associated with female sex, maternal factors, and African American race
in the COPDGene Study. Am J Respir Crit Care Med 2011;184:414-20.

% Silverman EK, Weiss ST, Drazen JM, és munkatérsai. Gender-related differences in severe,
early-onset chronic obstructive pulmonary disease. Am J Crit Care Med 2000;162:2152-8.

116


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12753535##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gershon%20AS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Warner%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cascagnette%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21907862##

%L Lépez Varela MV, Montes de Oca M. Variability in copd: The pLATINO Study Viewpoint.Arch
Bronconeumol. 2012;48(4):105-106

%2 McCloskey SC, Patel BD, Hinchliffe SJ, Reid ED, Wareham NJ, Lomas DA. Siblings of
patients with severe chronic obstructive pulmonary disease have a significant risk of airflow
obstruction. Am J Respir Crit Care Med 2001;164:1419-24.

Pillai SG, GE D, Zhu G, Kong X, Shianna KV, Need AD és munkatarsai. A genome-
wide association study in chronic obstructive pulmonary disease (COPD):
identification of two major susceptibility loci. PLoS Genet 2009;5:1000421.

Repapi E, Sayers I, Wai LV, és munkatarsai. Genome-wide association study identifies
five loci associated with lung function. Nat Genet 2010;42:36-44.

Foreman MG, Zhang L, Murphy J, és munkatarsai. Early-onset chronic obstructive
pulmonary disease is associated with female sex, maternal factors, and African
American race in the COPDGene Study. Am J Respir Crit Care Med 2011;184:414-20.

Silverman EK, Weiss ST, Drazen JM, és munkatarsai. Gender-related differences in
severe, early-onset chronic obstructive pulmonary disease. Am J Crit Care Med
2000;162:2152-8.

% Todisco T, de Benedictis FM, lannacci L, és munkatarsai. Mild prematurity and respiratory
functions. Eur J Pediatr 1993;152:55-8.

% Barker DJ, Godfrey KM, Fall C, Osmond C, Winter PD, Shaheen SO. Relation of birth
weight and childhood respiratory infection to adult lung function and death from chronic

obstructive airways disease. BMJ 1991;303:671-5.
% Stern DA, Morgan WJ, Wright AL, Guerra S, Martinez FD. Poor airway function in early infancy and lung
function by age 22 years: a non-selective longitudinal cohort study. Lancet 2007;370:758-64.

% Crothers K HL, Goulet JL, Goetz MB, Brown ST. HIV infection and risk for incident
pulmonary diseases in the combination antiretroviral therapy era. Am J Respir Crit Care Med
2011;183:388-95.

¥ Lam KB, Jiang Cq, Jordan RE, és munkatarsai. Prior TB, smoking, and airflow obstruction:
a cross-sectional analysis of the Guangzhou Biobank Cohort Study. Chest;137:593-600.

% Jordan TS, Spencer EM, Davies P. Tuberculosis, bronchiectasis and chronic airflow

obstruction. Respirology 2012;15:623-8.

*®\World Health Report. Geneva: World Health Organization: http://www.who.int/whr/2000/en/statistics.htm;

40 ATS. Chronic bronchitis, asthma and pulmonary emphysema: statement by the Committee on Diagnostic Standards for non
Tuberculosous Respiratory Diseases. ARRD 1962; 5:762 —768

41 Morgagni JB. The seats and causes of diseases investigated by anatomy. London: Millar 1769;1:361 Hafner Publishing. (in:
Rooke GB.: The pathology of byssinosis. Chest. 1981;79:67S-71S)

42 Nas Es, Brisco WA Cournand A: The relationship between clinical and physiological findings in chronic obstructive disease
of the lungs. Med Thorac. 1965;22:305-27.

3 Brisco WA: The variability of behavior within the emphysematous lung. ARRD. 1959;80:136-7.

4 Snider GL, Kleinerman J, Thurlbeck WM, és mtsa:The definition of emphysema: report of a National Heart, Lung and
Blood Institute, Div. of Lung Diseases, Workshop. ARRD 1985;132: 182-185.

% Han M.K, Agusti A, Calverley PM, és mtsai: COPD Phenotypes: The Future of COPD. AJRCCM, 2010;182: 598-604.

46 Rennard SI, Vestbo J. The many ,,small COPDs”:COPD should be an orphan disease. Chest 2008;134:623-627.

47 M. Weatherall, J. Travers, P.M. Shirtcliffe, és mtsai: Distinct clinical phenotypes of airways disease defined by cluster
analysis. ERJ 2009;34:812-818

8 Hanania NA, Miillerova H, Locantore NW, Vestbo és mtsai: A Determinants of depression in the ECLIPSE chronic
obstructive pulmonary disease cohort. Evaluation of COPD Longitudinally to Identify Predictive Surrogate Endpoints
(ECLIPSE) study investigators. AJCCM 2011;183:604-11.

117


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22L%C3%B3pez%20Varela%20MV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Montes%20de%20Oca%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7471894
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14318217##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/13670413##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20889909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20889909

* Monso E, Rosell A, Bonet G, és munkatarsai. Risk factors for lower airway bacterial
colonization in chronic bronchitis. Eur Respir J 1999;13:338-42.

* Gunen H, Hacievliyagil SS, Kosar F, és munkatarsai. Factors affecting survival of
hospitalised patients with COPD. Eur Respir J 2005;26:234-41.

*! Kanner RE,, Anthonisen NR, Connet JE. Lower respiratory illnesses promote
FEV(1) decline in current smokers but not ex-smokers with mild chronic obstructive
pulmonary disease: results from the lung health study. Am J Respir Crit Care Med
2001; 164:358-64.

>2 Donaldson GC, Seemungal TA, Bhowmik A, Wedzicha JA. Relationship between
exacerbation frequency and lung function decline in chronic obstructive pulmonary
disease. Thorax 2002;57:847-52.

%% http://www.goldcopd.org/guidelines-global-strategy-for-diagnosis-management.html 2011.

% American Thoracic Society. Standards for the diagnosis and care of patients with chronic obstructive pulmonary disease.
AJCCM. 1995;152:578-121.

% Siafakis N.M., Vermeire P., Pride N.B, és mtsai: Optimal assesment and management of chronic obstructive pulmonary
disease (COPD) ERJ. 1995;8:1398-1420.

% http://www.catesonline.org

57 Anthonisen NR, Connett JE, Murray RP, for the Lung Health Study Research Group. Smoking and lung function of Lung
Health Study participants after 11 years. AJCCM 2002;166: 675-679.

%8 Agusti AG, Noguera A, Sauleda J és mtsai: Systemic effects of chronic obstructive pulmonary disease. ERJ 2003;21:347-
360.

> Wagner PD. Possible mechanisms uderlying ther development of cachexia in COPD. Eur
Respir J 2008;31:492-501.

% American Thoracic Society an European Respiratory Society. Skeletal muscle dysfunction in
chronic obstructive pulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med 1999;159:S1-40.

®> Mannino DM, Thorn D, Swensen A, Holguin F. Prevalence and outcomes of diabetes in
COPD. Eur Respir J 2008;32:962-9.

%2 Skillrud DM, Offord KP, Miller RD. Higher risk of lung cancer in chronic obstructive
pulmonary disease. A prospective, matched, controlled study. Ann Intern Med 1986;105:503-
7.

% Tockman MS, Anthonisen NR, Wright EC, Donithan MG. Airways obstruction and the risk
for lung cancer. Ann Intern Med 1987;106:512-8.

8 J. B. Soriano, G. T. Visick, H. Muellerova, N. és mtsai: Patterns of Comorbidities in Newly Diagnosed COPD and Asthma
in Primary Care. Chest 2005;128;2099-2107

8 Wouters EF, Creutzberg EC, Schols AM. Systemic effects in COPD. Chest 2002;121:1275-130S

% Donaldson GC, Hurst JR, Smith CJ, és mtsai: Increased risk of myocardial infarction and stroke following exacerbation of
COPD. Chest 2010; 137:1091-97.

%7 Fabbri LM, Beghé B, Agusti A. Cardiovascular mechanisms of death in severe COPD exacerbation: time of thinking and
acting beyond guidelines. Thorax 2011; 66:745-47.

% Fabbri LM, Luppi F, Beghe B, és mtsa: Complex chronic comorbidities of COPD. ERJ 2008; 31:204-12.

% K F Rabe, J A Wedzicha: Controversies in treatment of chronic obstructive pulmonary disease. Lancet 2011; 378: 1038—47
™ Agusti AG, Noguera A, Sauleda J és mtsai: Systemic effects of chronic obstructive pulmonary disease. ERJ; 2003;21:347-
360.

™ K. Gruffydd-Jonesa, C. Loveridgeb The 2010 NICE COPD Guidelines: how do they compare with the GOLD guidelines?
Prim Care Respir J 2011; 20:199-204

2 vastag E.: A stabil COPD farmakoterapiaja. Med. thor. 2004; Suppl. 1-15.

3 C. Fletcher, R. Peto: The natural history of chronic airflow obstruction. BMJ, 1977;1:1645-1648

™ Csanky E.: A COPD gybgyszeres kezelése napjainkban és a j6vében, Csaladorvosi Forum 2006/9 12-18.

8 C. M Kozma, A. L. Paris, C. és mtsa: Comparison of resource use by COPD patients on inhaled therapies with long-acting
bronchodilators: a database study BMC Pulmonary Medicine 2011; 11:61

® G. K, Mclvor RA, Xie F, Blackhouse G, R és mtsai: Triple therapy for the management of COPD. COPD 2011;8:206-43.

7 penning-van Beest F, van Herk-Sukel M, Gale R, és mtsai: Three-year dispensing patterns with long-acting inhaled drugs in
COPD: a database analysis. Respir Med. 2011;105:259-65.

118


http://www.goldcopd.org/guidelines-global-strategy-for-diagnosis-management.html%202011

™ J R, Ostrem A. Optimizing pharmacological maintenance treatment for chronic obstructive pulmonary disease in primary
care. Prim Care Respir J. 2010;20:33-45.

™ 7. Csontos, J. Kappelmayer, E. Csanky: Oral sustained-release theophyllin (Retafyllin) Designed by ABBOTTBASE
pharmacokinetic software ERJ 1995; 8:519:99.

% vaské A, Sz. Kiss S., Dévényi K., Ordég Cs., Szilasi M., Csanky E.: A volumenreductios miitét, mint kezelési lehetéség
korai stadiumi COPD terapiajaban. Orvosi Hetilap 2006;147:43:2091-2096.

8 Loring S.H., Leith D.E., Conolly M.J. és mtsai: Model of function restriction in chronic obstructive pulmonary disease,
transplantation, and lung reduction surgery. AJRCCM, 1999; 160, 821-828

8 Csanky E., Szabo P., Vasko A. és mtsai: Végstadiumu tiidébetegségben szenveds betegek kezelése. Orvosi Hetilap, 2003;
15, 691-699

8 Csanky E: A betegek kivalasztasa tiidétranszplantaciora és kezelésiik a varolistan. Orvosi Hetilap 2006;147:2069-2074.

8 Csanky E. Boros P.: Sziv és tiidétranszplantacio, Klinikai Immunolégia Szerk. Dr. Czirjak Lészlo 680-683. Medicina
kdényvkiado, Budapest, 2006;

% Rabe KF, Wedzicha JA: Controversies in treatment of chronic obstructive pulmonary disease. Lancet. 2011:378:1038-1047.
% | awes CM, Thornley S, Young R, és mtsai: Statin use in COPD patients is associated with a reduction in mortality: a
national cohort study. Prim Care Respir J. 2012;21:35-40.

8 Mahler D.A., Huang S., Tabrizi M., és mtsai: Efficacy and safety of a monoclonal antibody recognizing interleukin-8 in
COPD: a pilot study. Chest 2004; 126: 926-934.

8 Rennard S.1., Fogarty C., Kelsen S. és mtsai: The Safety and Efficacy of Infliximab in Moderate-To-Severe Chronic
Obstructive Pulmonary Disease. AJRCCM. 2007; 175: 926-934.

® Calverley P.M., Rabe K.F., Goehring U.M. és mtsai: Roflumilast in symptomatic chronic obstructive pulmonary disease:
two randomised clinical trials. Lancet 2009; 374: 685-694.

% Fabbri L.M., Calverley P.M., lzquierdo-Alonso J.L. és mtsai: Roflumilast in moderate-to-severe chronic obstructive
pulmonary disease treated with longacting bronchodilators: two randomised clinical trials. Lancet 2009; 374: 695-703.

* De Swert KO, Joos GF: Extending the understanding of sensory neuropeptides. Eur J Pharm. 2006; 533: 171-81.

%2 Mao J.T., Goldin J.G., Dermand J. és mtsai: A pilot study of alltrans-retinoic acid for the treatment of human emphysema.
AJRCCM. 2002; 165: 718-723.

% Roth M.D., Connett J.E., D’Armiento J.M. és mtsai: Feasibility of retinoids for the treatment of emphysema study. Chest
2006; 130: 1334-1345.

% Massaro G., Massaro D. Retinoic acid treatment abrogates elastase-induced pulmonary emphysema in rats. Nature Medicine
1997; 3: 675-677.

% Vestho J, Tan L, Atkinson G, Ward J; UK-500,001 Global Study Team. Csanky E, Namenyi M, Mark Z: A controlled trial
of 6-weeks' treatment with a novel inhaled phosphodiesterase type-4 inhibitor in COPD. ERJ 2009; 33:1039-44.

% Dr. Csanky Eszter: A kronikus obstruktiv tiidobetegség patogenezise — legfontosabb ismereteink 2011-ben.
Orvostovabbképzd szemle 2011;18;10. 11-18

% Lange P., Parner J., Vestho J és mtsai: A 15-yearfollow-up study of ventilatory function in adults with asthma. NEJM 1998;
339: 1194-1200.

% McCloskey SC, Patel BD, Hinchliffe SJ, Reid ED, Wareham NJ, Lomas DA. Siblings of patients with severe chronic
obstructive pulmonary disease have a significant risk of airflow obstruction. AJRCCM 2001;164:1419-24.

% E K. Silverman: Progress in Chronic Obstructive Pulmonary Disease Genetics. Proc Am Thorac Soc 2006; 3:405-408

100 M D. Eisner, N Anthonisen, D Coultas, és mtsai, Environmental and Occupational Health Assembly Committee on
Nonsmoking COPD. ATS Doc.An Official American Thoracic Society Public Policy Statement: Novel Risk Factors and the
Global Burden of Chronic Obstructive Pulmonary Disease AJRCCM 2010; 182:693-718

191 penyige A, Poliska Sz, Csanky E, és mtsai: Analyses of association between PPAR gamma and EPHX1 polymorphisms
and susceptibility to COPD in a Hungarian cohort, a case-control study. BMC Medical Genetics 2010; 11:152-159

102 peter J. Castaldi, Michael H. és mtsai:: The COPD genetic association compendium: a comprehensive online database of
COPD genetic associations. Human Molecular Genetics, 2010;19:526-534

103 poliska S, Csanky E, Szanto A, Takacs L, és mtsai: Respiration. Chronic Obstructive Pulmonary Disease-Specific Gene
Expression Signatures of Alveolar Macrophages as well as Peripheral Blood Monocytes Overlap and Correlate with Lung
Function. Respiration. 2011;81:499-510

104 Castaldi P.J., Cho M.H., Cohn M. és mtsai: The COPD genetic association compendium: a comprehensive online database
of COPD genetic associations. Hum. Mol. Genet. 2009;19:526-534.

105 5|, Rennard: Pathogenesis of chronic obstructive pulmonary disease. Pneumon. Alergol. Pol. 2011;79:132-138

1% Dr, Szényi LéaszI6: Alfa-1 antitripszin hiany jeletésége gyermekkori méajbetegségekben és méas immun-pathomechanizmust
korképekben. Doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

197 Stoller JK, Aboussouan LS. Alphal-antitrypsin deficiency. Lancet 2005;365:2225-2236.

108 Stanescu D, Sanna A, Veriter C., és mtsai: Airways obstruction, chronic expectoration, and rapid decline of FEV1 in
smokers are associated with increased levels of sputum neutrophils. Thorax. 1996;51:267-71.

109 jeffery PK: Structural and inflammatory changes in COPD Thorax, 1998;53:129

110 5eatta M: Airway inflammation in chronic obstructive pulmonary disease. AIRCCM, 1999;160:517-20.

11 Majo J., Ghezzo H., Cosio MG.: Lymphocyte population and apoptosis in the lungs of smokers and their relation to
emphysema. ERJ 2001; 17:946-53.

112 park JA, He F, Martin LD, és mtsai:Human neutrophil elastase induces hypersecretion of mucin from well-differentiated
human bronchial epithelial cells in vitro via a protein kinase C  tmediated mechanism. Am. J. Pathol. 2005;167:651-661.

113 Barnes PJ Mediators of chronic obstructive pulmonary disease. Pharmacol Rev.2004; 56: 515-48.

119


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rabe%20KF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wedzicha%20JA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21907867##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lawes%20CM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Thornley%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Young%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22218819##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22De%20Swert%20KO%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Joos%20GF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Vestbo%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Tan%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Atkinson%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ward%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22UK-500%2C001%20Global%20Study%20Team%22%5BCorporate%20Author%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Csanky%20E%22&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Namenyi%20M%22&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Mark%20Z%22&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Eur%20Respir%20J.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Poliska%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Csanky%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Szanto%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Takacs%20L%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Respiration.');

114 saetta M, Baraldo S, Corbino L és mtsai: CD8+ cells in the lungs of smokers with chronic obstructive pulmonary disease.
AJRCCM 1999; 160:711-7

115 O'Shaughnessy TC, Ansari TW, Barnes NC, és mtsai: Inflammation in bronchial biopsies of subjects with chronic
bronchitis: inverse relationship of CD8+ T lymphocytes with FEV1. AJRCCM 1997;155:852-7

116 Chrysofakis G, Tzanakis N, Kyriakoy D, és mtsai: Perforin expression and cytotoxic activity of sputum CD8+ lymphocytes
in patients with COPD. Chest. 2004, 125:71-76.

117 saetta M, Mariani M, Panina-Bordignon P, és mtsai: Increased expression of the chemokine receptor CXCR3 and its ligand
CXCL10 in peripheral airways of smokers with chronic obstructive pulmonary disease. AJRCCM 2002;165:1404-9

118 Magnan AO, Mély LG, Camilla CA, és mtsai: Assessment of the Th1/Th2 paradigm in whole blood in atopy and asthma.
Increased IFN-gamma-producing CD8(+) T cells in asthma.AJRCCM 2000;161:1790-6.

119 yousaf N, Birring SS, Pavord ID. The long-term outcome of patients with unexplained chronic cough. Thorax 2009;64:
Al6

120 Hogg J.C, Chu F., Utokaparch S. és mtsai: The nature of smallairway obstruction in chronic obstructive pulmonary disease.
N. Engl. J. Med. 2004; 350: 2645-2653.

121 ee S.H., Goswami S., Grudo A. és mtsai: Antielastin autoimmunity in tobacco smoking-induced emphysema. Nat. Med.
2007; 13: 567-569

122 salvi SS, Barnes PJ. Chronic obstructive pulmonary disease in non-smokers. Lancet 2009; 374: 733-43.

128 Birring SS, Morgan AJ, Prudon B, és mtsai: Respiratory symptoms in patients with treated hypothyroidism and
inflammatory bowel disease. Thorax 2003; 58: 533-36.

124 Barnes PJ. Increased exhaled nitric oxide in asthma is mainly derived from the lower respiratory tract. JRCCM
1996;153:1773-1780.

125 Brightling CE. Clinical applications of induced sputum. Chest 2006;129:1344-1348

126 papi A, Romagnoli M, Baraldo S, ésmtsai: Partial reversibility of airflow limitation and increased exhaled NO and sputum
eosinophilia in chronic obstructive pulmonary disease. AJRCCM 2000; 162: 1773-7.

127 Barnes PJ, Shapiro SD, Pauwels RA. COPD: molecular and cellular mechanisms. ERJ 2003;22(4):672-88.

128 Carnevali S., Nakamura Y., Mio T. és mtsai: Cigarette smoke extract inhibits fibroblast-mediated collagen gel contraction.
Am. J.Physiol. 1998; 274: L591-L598.

12 Togo S., Holz O., Liu X. és mtsai: Lung fibroblast repair functions in patients with chronic obstructive pulmonary disease
are altered by multiple mechanisms. AJRCCM. 2008; 178: 248-260.

%0 1t9 K, Barnes PJ. COPD as a disease of accelerated lung aging. Chest 2009; 135: 173-180.

131 MacNee W. Pulmonary and systemic oxidant/antioxidant imbalance in COPD. Proc. Am. Thorac. Soc. 2005; 2: 50-60.

132 Hogg JC: Pathophysiology of airflow limitation in chronic obstructive pulmonary disease.Lancet 2004; 364:709-21.

132 Barnes P.J. The cytokine network in asthma and COPD. J. Clin. Invest. 2008; 118: 3546—3556

134 Csanky E. Riihl R, Scholtz B és mtsai: Lipid metabolite levels of prostaglandin D2 and eicosapentaenoic acid recovered
from bronchoalveolar lavage fluid correlate with lung function of chronic obstructive pulmonary disease patients and controls.
Electrophoresis 2009; 30, 1-7

135 Arima M, Fukuda T: Prostaglandin D2and T(H)2 inflammation in the pathogenesis of bronchial asthma. Korean J Intern
Med. 2011;26:8-18.

136 Choi J, Zhang W, Gu X,: Lysophosphatidylcholine is generated by spontaneous deacylation of oxidized phospholipids.
Chem Res Toxicol. 2011;24:111-8.

%7 Lin P, Welch EJ, Gao XP, Malik AB, Ye RD. Lysophosphatidylcholine modulates neutrophil oxidant production through
elevation of cyclic AMP. J Immunol. 2005;174:2981-9.

138 Weylandt KH, Chiu CY, Gomolka B, és mtsai: Omega-3 fatty acids and their lipid mediators: Towards an understanding of
resolvin and protectin formation. Prostaglandins Other Lipid Mediat. 2012;97:73-82.

139 de Batlle J, Sauleda J, Balcells E, és mtsai: Association between Q3 and Q6 fatty acid intakes and serum inflammatory
markers in COPD. J Nutr Biochem. PubMed PMID: 21889886.

140 Zhu D, Medhora M, Campbell WB, és mtsai: Chronic hypoxia 567activates lung 15-lipoxygenase, which catalyzes
production of 15-HETE and 568 enhances constriction in neonatal rabbit pulmonary arteries. Circulation Research
2003;56992: 992-1000

141 Robinson NE, Derksen FJ, Olszewski MA, és mtsai: The pathogenesis of chronic obstructive pulmonary disease of horses.
Br Vet J. 1996;152:283-306.

142 Zhao J, O'Donnell VB, Balzar S, és mtsai: 15-Lipoxygenase 1 interacts with phosphatidylethanolamine-binding protein to
regulate MAPK signaling in human airway epithelial cells. PNAS 2011;108:14246-51.

% yuan H, Li MY, Ma LT, és mtsai: 15-Lipoxygenases and its metabolites 15(S)-HETE and 13(S)-HODE in the
development of non-small cell lung cancer. Thorax. 2010; 65:321-6.

% Togo S., Holz O., Liu X. és mtsai: Lung fibroblast repair functions in patients with chronic obstructive pulmonary disease
are altered by multiple mechanisms. AJRCCM. 2008; 178: 248-260.

%5 poshiba K., Nagai A. Senescence hypothesis for the pathogenetic mechanism of chronic obstructive pulmonary disease.
Proc. Am. Thorac. Soc. 2009; 6: 596-601.

146 C Svanes, J Sunyer, E Plana, és mtsai: Early life origins of chronic obstructive pulmonary disease Thorax 2010 65: 14-20
147 1ssac HJ., Veenstra TD.: The role of electrophoresis in disease biomarker discovery. Electrophoresis 2007, 28: 1980-1988.
18 pin 1, Gibson, PG, Kolendovicz R, és mtsai: Use of induced sputum cell counts to investigate airway inflammation in
asthma. Thorax 1992; 47:25-29.

149 Christopher E. Brightling, D.: Clinical Applications of Induced Sputum. Chest. 2006; 129:1344-1348,

120


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Saetta%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Baraldo%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Corbino%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Am%20J%20Respir%20Crit%20Care%20Med.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22O'Shaughnessy%20TC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ansari%20TW%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Barnes%20NC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Am%20J%20Respir%20Crit%20Care%20Med.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Chrysofakis%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Tzanakis%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kyriakoy%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Saetta%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Mariani%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Panina-Bordignon%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Am%20J%20Respir%20Crit%20Care%20Med.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Magnan%20AO%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22M%C3%A9ly%20LG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Camilla%20CA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Papi%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Romagnoli%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Baraldo%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hogg%20JC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hogg%20JC%20COPD%20Lancet##

%0 pjukanovic R, Sterk PJ, Fahy JV, és mtsai:. Standardised methodology of sputum induction and processing. ERJ 2002;20:
Suppl. 37 1s-55s.

151 Kharitonov SA, Barnes PJ. Exhaled markers of pulmonary disease. AJRCCM, 2001;163:1693-1722.

152 K haritonov SA, Barnes PJ Exhaled biomarkers.Chest. 2006;130:1541-6.

158 Nightingale JA, Rogers' DF, Barnes PJ: Effect of repeated sputum induction on cell counts in normal volunteers. Thorax,
1998; 53: 87

154 Tomita K, Caramori G, Lim S, és mtsai: Increased p21(CIP1/WAF1) and B cell lymphoma leukemia-x(L) expression and
reduced apoptosis in alveolar macrophages from smokers.AJRCCM 2002;166: 724-31.

155 Hill AT, Bayley D, Stockley RA,: The interrelationship of sputum inflammatory markers in patients with chronic
bronchitis. AJRCCM 1999; 160:893-8.

1% Traves SL, Culpitt SV, Russell RE, és mtsai: Increased levels of the chemokines GRO alpha and MCP-1 in sputum samples
from patients with COPD. Thorax 2002; 57: 590.

157 Rahman 1., Kelly F.: Biomarkers in breath condensate: a promising new non-invasive technique in free radical research
Free Radic Res. 2003; 37:1253-1266.

158 Antzack A., Gorski P.: Markers of pulmonary diseases in exhaled breath condensate. Int. J. Occupational Med. and
Environmental Health, 2002;15: 317-323.

159 Kharitonov SA, Barnes PJ: Exhaled markers of inflammation. Curr Opin Allergy Clin Immun. 2001;1:217-224.

160 Montuschi P, Barnes PJ. Roberts LJ: Isoprostanes: markers and mediators of oxidative stress. FASEB J 2004;18:1791-1800.
161 Csanky E, Takacs L: A biomarkerek szerepe a COPD pathogenezisében Tiidégyogyaszat, 2007, 12: 3-11.

182 Traves SL, Smith SJ, Barnes PJ, és mtsai: Specific CXC but not CC chemokines cause elevated monocyte migration in
COPD: arole for CXCR2.J Leukoc Biol. 2004;76:441-50.

163 Hodge SJ, Hodge GL, Reynolds PN, és mtsai: Increased production of TGF-beta and apoptosis of T lymphocytes isolated
from peripheral blood in COPD.Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2003; 285:492-9.

164 Gan WQ, Man SFP, Senthilselvan A, Sin DD. Association between chronic obstructive pulmonary disease and systemic
inflammation: a systematic review and a meta-analysis. Thorax 2004;59:574-580.

185 Stolz D, Christ-Crain M | Bingisser R , és mtsai:Antibiotic treatment of exacerbations of COPD: a randomized, controlled
trial comparing procalcitonin-guidance with standard therapy. Chest 2007; 131:119

188 Franciosi LG, Page CP, Celli BR, és mtsai: Markers of exacerbation severity in chronic obstructive pulmonary disease.
Respir Res. 2006; 7:74.

167 |gishi T, Hitsuda Y, Kato K, és mtsai: Elevated urinary 8-hydroxydeoxyguanosine, a biomarker of oxidative stress, and
lack of association with antioxidant vitamins in chronic obstructive pulmonary disease. Respirology. 2003;8:455-60.

168 Takacs L, Parallel Biology: A Systematic Approach to Drug Target and Biomarker Discovery in Chronic Obstructive
Pulmonary Disease in Immunogenomics and Human Disease, Wiley and Sons Ltd. Ed: A. Falus. 2005.

169 Quanjer PH, Tammeling GJ, Cotes JE, Pedersen OF, Peslin R, Yernault J-C. Lung volume and forced ventilatory flows.
Report Working Party Standardization of Lung Function Tests, European Community for Steel and Coal. Official Statement
of the ERJ. 1993; 6: Suppl. 16, 5-40.

170 M.R. Miller, J. Hankinson, V. Brusasco, F. és mtsai: Standardisation of spirometry. Eur Respir J 2005; 26: 319-338

1 4. Klech' and C. Hutter Clinical guidelines and indications for bronchoalveolar lavage (BAL) : Report of the European
Society of bPneumology Task Group on BAL Eur Respir J 1990, 3, 937-974

12 . Csanky, P. Olivova, E. Rajnavolgyi, és mtsai: Monoclonal Antibody Proteomics: Discovery and Pre-Validation of
COPD Biomarkers in a Single Step. Elektroforézis 2007; 28:4401-4406

18 Harlow, E., Lane, D., Antibodies: a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, 1988.

174 Bristol, L. A., Finch, L., Romm, E. :Characterization of a novel rat thymocyte costimulating antigen by the monoclonal
antibody 1.3.Immunol. 1992;148:332-338.

8 Ruhl, R.: Method to determine 4-oxo-retinoic acids, retinoic acids and retinol in serum and cell extracts by liquid
chromatography/diode-array detection atmospheric pressure chemical ionisation tandem mass spectrometry. Rapid. Commun.
Mass Spectrom, 2006; 20:2497-2504.

176 K 5hler, G:Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined specificity.Nature.1975;256:495-506.

17 Schrattenholz A., Groebe K.: What does it need to be a biomarker? Relationships between resolution differential
quantification and statistical validation of protein surrogate biomarkers. Electrophoresis 2007; 28:1970- 1979.

18 Tzortzaki EG, Lambiri 1, Vlachaki E, és mtsai: Biomarkers in COPD. Curr Med Chem. 2007; 14:1037-48.

1% Tzortzaki EG, Tsoumakidou M, Makris D és mtsai: Laboratory markers for COPD in "susceptible” smokers. Clin Chim
Acta. 2006;364:124-38.

180 Righetti PG, Castagna A, Antonucci F, és mtsai: Proteome analysis in the clinical chemistry laboratory: myth or reality?
Clin Chim Acta. 2005;357:123-39.

181 Gilbert K, Figueredo S, Meng XY, Yip C, Fung ET. Serum protein-expression profiling using the ProteinChip biomarker
system. Methods Mol Biol. 2004;264:259-69.

182 Albrethsen J. Reproducibility in protein profiling by MALDI-TOF mass spectrometry. Clin Chem. 2007;53:852-8.

183 Qian WJ, Jacobs JM, Liu T, Camp DG 2nd, Smith RD. Advances and challenges in liquid chromatography-mass
spectrometry-based proteomics profiling for clinical applications. Mol Cell Proteomics. 2006;10:1727-44.

184yJ, Zhan P, Feild B, Ruben SM, He T. Reproducibility assessment of relative quantitation strategies for LC-MS based
proteomics. Anal Chem. 2007; 79:5651-8.

185 Maurya P, Meleady P, Dowling P, Clynes M. Proteomic approaches for serum biomarker discovery in cancer. Anticancer
Res. 2007; 3A::1247-55.

18 yocum AK, Busch CM, Felix CA, Blair IA. Proteomics-based strategy to identify biomarkers and pharmacological targets
in leukemias with t(4;11) translocations. J Proteome Res. 2006;10:2743-53.

121


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kharitonov%20SA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Barnes%20PJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Chest.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rahman%20I%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kelly%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Free%20Radic%20Res.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kharitonov%20SA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Barnes%20PJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Curr%20Opin%20Allergy%20Clin%20Immunol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Traves%20SL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Smith%20SJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Barnes%20PJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hodge%20SJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hodge%20GL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Reynolds%20PN%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Franciosi%20LG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Page%20CP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Celli%20BR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Igishi%20T%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hitsuda%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kato%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1172191##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Tzortzaki%20EG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lambiri%20I%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Vlachaki%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Curr%20Med%20Chem.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Tzortzaki%20EG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Tsoumakidou%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Makris%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Clin%20Chim%20Acta.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Clin%20Chim%20Acta.');

187 Zieske LR. A perspective on the use of iTRAQ reagent technology for protein complex and profiling studies. J Exp Bot.
2006;57:1501-8.

188 Borrebaeck CA, Wingren C: High-throughput proteomics using antibody microarrays: an update. Expert Rev Mol Diagn.
2007;7:673-686.

18 Montuschi P, Kharitonov SA, Ciabattoni G, Barnes PJ. Exhaled leukotrienes and prostaglandins in COPD. Thorax
2003;8:585-8.

190 stebhins KJ, Broadhead AR, Baccei és mtsai: Pharmacological blockade of the DP2 receptor inhibits cigarette smoke-
induced inflammation, mucus cell metaplasia, and epithelial hyperplasia in the mouse lung. J Pharmacol Exp Ther.
2010;332:764-75.

191 Norman P. DP(2) receptor antagonists in development. Expert Opin InvestigDrugs. 2010;19:947-61

122



